UNIVERSIDAD POLITECNICA

SALESIANA

UNIVERSIDAD POLITECNICA SALESIANA
UNIDAD DE POSGRADOS

MAESTRIA EN CIENCIAS Y TECNOLOGIAS COSMETICAS

Proyecto de investigacion y desarrollo
previo a la obtencion del Grado

de Magister en Ciencias y
Tecnologias Cosméticas

ESTUDIO DE LA COMPOSICION QUIMICA
Y ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE
MUESTRAS DE PROPOLEOS DE
DIFERENTE LOCALIZACION

GEOGRAFICA

Autoras:
Anita Lucia Guaraca Merchan
Diana Lucia Palomino Calderon

Dirigida por:
Mercedes Campo., Ph.D



ESTUDIO DE LA COMPOSICION QUIMICA
Y ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE
MUESTRAS DE PROPOLEOS DE
DIFERENTE LOCALIZACION GEOGRAFICA






ESTUDIO DE LA COMPOSICION QUIMICA Y
ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE MUESTRAS
DE PROPOLEOS DE DIFERENTE LOCALIZACION
GEOGRAFICA

Autoras:

ANITA LUCIA GUARACA MERCHAN
Bioquimica Farmacéutica
Maestria en Ciencias y Tecnologias Cosméticas
Universidad Politécnica Salesiana

DIANA LUCIA PALOMINO CALDERON
Quimica Farmaceuta
Tecnologo Laboratorista Clinico
Maestria en Ciencias y Tecnologias Cosméticas
Universidad Politécnica Salesiana

Dirigido por:
MERCEDES CAMPO FERNANDEZ., Ph.D
Doctora en Ciencias Farmacéuticas
Licenciada en Ciencias Farmacéuticas

UNIVERSIDAD POLITECNICA

SALESIANA




Datos de catalogacién bibliografica

PALOMINO CALDERON DIANA LUCIA.
GUARACA MERCHAN ANITA LUCIA.

Estudio de la composicién quimica y actividad antibacteriana de muestras de
propéleos de diferente localizacién geogrdfica

Universidqd Politécnica Salesiana, Cuenca - Ecuador, 20 1'8
MAESTRIA EN CIENCIAS Y TECNOLOGIAS COSMETICAS
Formato 170 x 240 mm Paginas: 103

Breve resefia de los autores e informacién de contacto:

Diana Lucia Palomino Calderén

Quimica Farmaceuta

Tecnologo laboratorista Clinico

Maestria en Ciencias y Tecnologias Cosméticas
Universidad Politécnica Salesiana - sede Cuenca.
dianys30000@hotmail.com

Anita Lucia Guaraca Merchdn

Bioquimica Farmacéutica

Maestria en Ciencias y Tecnologias Cosméticas
Universidad Politécnica Salesiana - sede Cuenca
any.151287@gmail.com

Director de Tesis:

Mercedes Campo Ferndndez., Ph.D
Doctora en Ciencias Farmacéuticas
Licenciada en Ciencias Farmacéuticas
mcampo1972@yahoo.com

Todos los derechos reservados.

Queda prohibida, salvo excepcion prevista en la Ley, cualquier forma de reproduccion, distribucion, comunicacion
publica y transformacion de esta obra para fines comerciales, sin contar con autorizacion de los titulares de propiedad
intelectual. La infraccion de los derechos mencionados puede ser constitutiva de delito contra la propiedad intelectual.
Se permite la libre difusion de este texto con fines académicos investigativos por cualquier medio, con la debida
notificacion a los autores.

DERECHOS RESERVADOS

©2018 Universidad Politécnica Salesiana.

CUENCA —ECUADOR - SUDAMERICA

PALOMINO CALDERON DIANA LUCIA & GUARACA MERCHAN ANITA LUCIA.

Estudio de la composicion quimica y actividad antibacteriana de muestras de propoleos de diferente localizacion
geografica.

IMPRESO EN ECUADOR - PRINTED IN ECUADOR



CESION DE DERECHOS DE AUTOR

Anita Lucia Guaraca Merchan, con documento de identificacion N°
0104872973 y Diana Lucia Palomino Calderén, con documento de identificacion N°
0103373031, manifestamos nuestra voluntad y cedemos a la Universidad Politécnica
Salesiana la titularidad sobre los derechos patrimoniales en virtud de ser las autoras del
trabajo de grado Estudio de la composicién quimica y actividad antibacteriana de
muestras de propéleos de diferente localizacién geografica, el mismo que ha sido
desarrollado para optar el titulo de: Master en “Ciencias y Tecnologia Cosmética”, en
la Universidad Politécnica Salesiana, quedando la Universidad facultada para ejercer

plenamente los derechos cedidos anteriormente.

En aplicacion a lo determinado en la Ley de Propiedad Intelectual, en nuestra
condicion de autoras, nos reservamos los derechos morales de la obra antes citada. En
concordancia, suscribimos este documento en el momento que hacemos entrega del

trabajo final en formato impreso y digital a la biblioteca de la Universidad Politécnica

Salesiana.

Atentamente,
Anita Lucia Guaraca Merchan Diana Lucia Palomino Calderon
CI: 0104872973 CI: 0103373031

Cuenca, febrero de 2018






DECLARATORIA DE COAUTORIA TUTOR

Yo, declaro que, bajo mi direccion y asesoria, fue desarrollado el trabajo de
investigacion Estudio de la composicién quimica y actividad antibacteriana de
muestras de propoleos de diferente localizacion geografica, realizado por Anita
Lucia Guaraca Merchan y Diana Lucia Palomino Calderdn, obteniendo un producto que
cumple con todos los requisitos estipulados por la Universidad Politécnica Salesiana

para ser considerado como trabajo final de titulacion.

Cuenca, febrero de 2018

Dra. Mercedes Campo Ph.D
C.1. 0959164625






INDICE DE CONTENIDOS

INDICE DE CONTENIDOS.........ooomiiiereeseeeeeeeeeeeeeeee e essesees s nesnanees IX
INDICE DE FIGURAS ...oooumriimiiinriiseisseises st ssesssssees XII
INDICE DE TABLAS.....oooeoieeeeeeeeeeeeeeeee e XIII
INDICE DE ANEXOS ...ttt sttt sttt sttt enes XV
ACRONIMOS Y SIGLAS ... XvIl
RESUMEN ...ttt ettt st enes XXII
CAPITULO L.ttt 1
1. INTRODUCCION.......citiuuiiiriineeineeiseeisesess s ss s 1
1.1  Presentacion y planteamiento del problema...........cccceeevveereeneereenreeneennen. 1

1.2 Antecedentes tedricos referentes al problema planteado ...........cccceevueenee. 1

1.3 Justificacion de la investigacion efectuada ...........cooeveeveneniicnineencnennee. 2

L4 ODJLIVOS .ecuviiiieiieciiesrecere et et esteesteesebessbeesbe e taesaeesssesssesssessseesssenssessseansens 3

1.4.1.  Objetivo general........ccocevieririrrieninieniieeeeeeee et 3

1.4.2.  ODbjetivos eSPECITICOS ..iiviiiiiiieiiieieerieeseeere e e ereeseeesereeereeereas 3

1.5 HIPOLESIS veovveeriieiieciieciiecii et et et et e st e v e et e e te e aeeseseeebessreessaesaessnessseessens 4
CAPITULO TL.coouriioiirceiseeesee st sessssssss st ssss st ssss s 5
2. MARCO DE REFERENCIA ......cccoiiiiiieieieieteeee e 5
2.1 Estado del arte.......ccooeeoieeieieieiee e 5

2.2 ENfOQUE LEOTICO .. .eccuieiieiieiieciie e et et et e steste e ebe e e eseenseesseesnaesnseensens 9

2.1.1. Generalidades Sobre €l propoleos .........ccccveveerieereeiieniieneeneenee e ere e 9

2.2.2 Composicion quimica de Propoleos.........cceecverveereervereeniieerieerieeseesnens 10

2.3 M¢étodos de caracterizacion qUIMICA........ceecvverveereeereerrenieeieesieeseeennenns 11

IX



2.4 Compuestos quimicos identificados.........ccecveveerierienrinieeeereesee s 12

2.5 Actividad antimicrobiana de propoleos ..........ccceveerierririieereereeneennenns 16

2.6 Conservantes en COSMETICOS. . ..uuirutrrtirrieriieiieieenieentteseteeeeeeeesteeseeesaeeeas 21
2.6.1.  Seleccion de Un CONSETVANLE .........cccueeueereereeeierierieeienie e 23

2.6.2. Tip0s de CONSEIVANLES ......eevveeruieruieeieeieeieenitesieeeteeeeeseeesieesaeens 25

2.6.3. Conservantes tradiciones 0 SINtELICOS ........cceererriurerieerieesiernenns 26

2.6.4. Conservantes alternativos y naturales..........cccocceevvveveereenvennenns 26

2.7  Descripcion de las bacterias usadas en el estudio .........cceeeveeveereeneennenne 28
CAPITULO I c.oovioiiiiiieieeioessi sttt 31
3. MATERIALES, METODOS Y RESULTADOS........ccccoceveimiiieienesesrsnens 31
3.1.  Recoleccidn de las muestras de propoleos.........ccceeveeveeveenieeieecieenieenne. 31
3.2, Preparacion del €Xtracto........ccveeveevreerieiieiiecieesie e esee e eresereeereeseeenes 32

3.2.1 Resultados y discusion del rendimiento de los extractos de propoleos

......................................................................................................................... 32

3.3. Analisis por cromatografia en capa delgada (CCD) .....ccccoceevvererciencnnene 33
3.4. Cromatografia gaseosa — espectrometria de masas.......c..coccevererceenenneene 34
3.5. Resultados y discusion de CG-EM .........cccccceevvieriievienienieereere e 35
3.6. Determinacion de la CMI de las muestras de estudio frente a diferentes
cepas bacterianas mediante la técnica de microplacas..........cceeevvecveerieerieeniennens 58
3.6.1. INOCULO BACTETIANO.......cueeeieiieiiiiteiieieeet ettt 58
3.6.2. CONLIOL POSILIVO ..eevviiiieiieeirieeiieteereesteesteestreereeteesreesteeseseseseseseenseesseesses 58
3.6.3. MICTOIIUCTON. ..ottt 59
3.6.4. Resultados ¥ diSCUSION ......c.ceevieciieiieiieriie ettt es 60
CAPITULO IV .ot 73
4. CONCLUSIONES......co ottt ettt ettt 73



ANEXOS

Glosario ..

BIBLIOGRAFTA ... s s s s s s s s s esesesesesens

XI



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Andlisis cromatogréafico por CCD de los extractos de las muestras de
PPOPOIEOS. ...ttt ettt ettt et ere et e et 34

Figura 2. Cromatogramas gaseosos obtenidos para la muestras PE-11(A), PE-
12(B), PE-13(C). woouiietiieiieieteeieteeieteeteee ettt 37

Figura 3. Estructura y nomenclatura de tres nlcleos de diterpenos reportados en
PPOPOIEOS ...ttt ettt ettt ettt e e reereenne s 46

Figura 4. Mecanismo de fragmentacion propuesto por (Chang et al., 1971) para
derivados de pimaradienoatos, isopimaradienoatos y sus 8(14)-monoenoatos.47

Figura 5. Gréfica de normalidad, tiempo 0/ 24 h. P. acnes ...........ccccceevvvenennene. 61
Figura 6. Diagrama de cajas; CMI de P. aCnes. ..........ccevvevvievievieieecienreeeennn, 62
Figura 7. Grafica de normalidad, tiempo 0/ 24 h. E. cOli........ccceevevevenrennnnee. 63
Figura 8. Diagrama de cajas; CMI de E. COli. .......cceevieiiviiiicieiiiecieeeeeene 64
Figura 9. Grafica de normalidad, tiempo 0/ 24 h. P. aeruginosa..................... 65
Figura 10. Diagrama de cajas; CMI de P. aeruginosa ............cccceevevveveveneennnn. 66
Figura 11. Gréfica de normalidad, tiempo 0/ 24 h. S. aureus.............cccocveuenvee. 67
Figura 12. Diagrama de cajas; CMI de S. QUreus..........ccceceeevrererieieieeeneneen 68

Figura 13. Relacion entre la CMI y el porcentaje de polioles en las muestras. 69

Figura 14. Relacion entre la CMI y el porcentaje de acido, esteres de glicerinay
diterpenos N 1as MUESIIAS. ........cvecveeuieieiieieeeeee ettt 70

Figura 15. Relacion entre la CMI y el porcentaje de triterpenos en las
IMUBSTIAS. ¢ ettt ettt b e sttt et esbe e s bt e satesateeabeenbeenbeas 71

XII



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Relacion entre la composicion quimica del propoleos y su origen
VEOEBLAL ..ottt ettt et eaenas 15

Tabla 2. Ejemplos de bacterias evaluadas en estudios antimicrobianos de
PPOPOIEOS ...ttt ettt ettt e v et ss s s e e eaea 18

Tabla 3. Especies de hongos y levaduras empleadas en estudios antifingicos
desarrollados con Propoleos. ...........cceeveuieieiieieeiecieieeeee e 20

Tabla 4. Limites de contenido microbiol6gico de los productos cosméticos..... 24

Tabla 5. Condiciones para que un producto cosmético sea considerado libre de

contaminacion microbioldgiCa. ............coeevieieiieicecceeeee e, 25
Tabla 6. Lista de conservantes tradicionales. ............ccccoceevvrenenenienienieieeenen, 26
Tabla 7. Datos de las muestras de propoleos. ..........c.cceveeeieeeeciecreeieieeenee 31
Tabla 8. Rendimiento de extractos de propoleos. ..........coeevveeeveeeeeeeceeeeeennas 32
Tabla 9. Compuestos quimicos identificados y cuantificados en las muestras de
propoleos mediante CGIEM. .........cooviovieieieeeeeeee e, 38
Tabla 10. Estructura de los fenoles simples identificados e interpretacion de los
fragmentos fundamentales obtenidos .............ccoeeieeeeieicciciceeecee e 42
Tabla 11. Estructura de los acidos grasos identificados e interpretacion de los
fragmentos fundamentales obtenidos. ............ccooeeeieeieiccieieeeeceeeeeee 43
Tabla 12. Interpretacion del espectro correspondiente a los éteres de glicerilo
TAENTIFICATOS. .....vevieeieiieiieiei ettt enea 44
Tabla 13. Interpretacion de los principales fragmentos obtenidos para los
triterpenos identifiCados..........coooveiieiieiiiiceceeecee e 51
Tabla 14. Interpretacion de los principales fragmentos obtenidos para los
triterpenos identifiCados..........coooviiiiiiciiiii e 53
Tabla 15. Tratamientos dados en la microplaca............ccoceeveeveviiieeciecieciennnn, 59

Tabla 16. Valores de la concentracién minima bactericida obtenidos al evaluar
las tres réplicas los extractos etanolicos obtenidos de los diferentes propoleos
sobre E. coli, P.ances, P. aeruginosay S. QUreUS .........cccccvevevurereecresreereennnns 60

Tabla 17. DCA de PE-11, PE-12 y PE-13 frente a P. acnes; tiempo Oy 24 h .. 62

XIII



Tabla 18. DCA de PE-11, PE-12 y PE-13 frente a E. coli; tiempo 0/ 24 h ....... 64
Tabla 19. DCA de PE-11, PE-12 y PE-13 frente a P. aeruginosa; tiempo 0/ 24

Tabla 20. DCA de PE-11, PE-12 y PE-13 frente a S. aureus; tiempo 0/ 24 h.. 68

XIvV



INDICE DE ANEXOS

Anexo 1. Espectro de masas de 1a glicerina............cocceevverieriiecieenieeneeneesee s 75
Anexo 2. Espectro de masas del 4cido MAliCO.........cccvevvvevieriiiieiiieriesie e 75
Anexo 3. Espectro de masas del 2, 3, 4-trihidroxi -1-butanol .............cccccoeceeene 76
Anexo 4. Espectro de masas de la Acido -2, 3, 4-trihidroxibutirico..................... 76
Anexo 5. Espectro de masas del 4cido —p-hidroxibenzoico...........cccccceeveereennnnns 77
Anexo 6. Espectro de masas del a-D-arabinopiranosa ...........ccocceeeeereereeneennenns 77
Anexo 7. Espectro de masas del D-XiloSa........cceevvevierienienieeieeieeseesieesee s 78
Anexo 8. Espectro de masas del Xilitol..........ccceevieiienieninniiiiieieeeeeeseeee 78
Anexo 9. Espectro de masas de 1a D-Fructosa...........ccocveveeniiivieeneeneenieseesenens 79
Anexo 10. Espectro de masas de la D-Fructosa (1SOMEro) ........c.cevevveerreerevenenenns 79
Anexo 11. Espectro de masas del Desoximioinositol...........cceeevevvevienierennnnans 80
Anexo 12. Espectro de masas de la lactona -2, 3, 5, 6-tetrahidroxigalacténico....80
Anexo 13. Espectro de masas de la D-galactosa.........ccccceeceeviiriiieieenieneeneeens 81
Anexo 14. Espectro de masas del 4cido GAliCO........ccceevevrirniiiiiiiiierieceeeeee 81
Anexo 15. Espectro de masas del acido gluconico.........cccueevveveevieereenienienenenns 82
Anexo 16. Espectro de masas del 4cido hexadecanoico..........cccceevuvevvenieneennnnns 82
Anexo 17. Espectro de masas del 4cido cafeico ........cccovvevvieiieviiiviienicniecieenes 83
Anexo 18. Espectro de masas del acido oleico (acido 9-octadecenoico).............. 83
Anexo 19. Espectro de masas del 4cido pimarico..........cceceerveevirereereereeseennenns 84
Anexo 20. Espectro de masas del octadecilglicerol...........ccccouvevuiiviievienieneennenns 84
Anexo 21. Espectro de masas del 4cido tetracosanoico..........cecvevveereereereennenns 85
Anexo 22. Espectro de masas del triterpeno..........ceccvevverierieeiieeiieeseereesee s 85
Anexo 23. Espectro de masas del B-amiring............ccceevvereeeieeieenieeneeneeseesenens 86

XV



XVI



ADN

ARN

BHT

CAN

CCD

CG-EM

CLAR

CMI

DCA

EEP

EEP

ESI/MS

HCC

MAGAD

MSTFA

P

RMN

uv

ACRONIMOS Y SIGLAS

Acido desoxirribonucleico
Acido ribonucleico

Butil hidroxitolueno
Comunidad Andina de Naciones

Cromatografia en capa delgada

Cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de

masas

Cromatografia liquida de alta resolucion
Concentracion minima inhibitoria
Disefio completamente al zar

Extractos etanoélicos de propoleo

Extractos etanélicos de propoleo

Espectrometria de masas de ionizacion
electroespray

Carcinoma hepatocelular

Ministerio de agricultura y ganaderia
N-metil-N-trimetilsililtrifluoruroacetamidea
Peso

Resonancia magnética nuclear

Ultravioleta

XVII

por



XVIII



DEDICATORIA

A Dios por su amor y bondad infinitos, en los momentos més importantes de mi
vida.

A mis padres y mi amado esposo por su amor y apoyo incondicional, los cuales
se constituyeron en la piedra angular de mi motivacion para esforzarme y ser mejor ser
humano y profesional.

Anita

Por permitirme llegar a este momento tan especial en mi vida, por los triunfos
y momentos dificiles que me han ensefiado a valorarlo cada dia mas, por ello, con toda
la humildad que de mi corazén puede emanar, dedico primeramente mi trabajo a DIOS,
a mis preciosas hijas y a mi nieto, por ser el pilar mas importante y por demostrarme

siempre su carifio y apoyo incondicional.

Diana

XIX



XX



AGRADECIMIENTOS

Deseamos expresar nuestro mas sincero agradecimiento a todas aquellas
personas que han hecho posible la realizacion de esta tesis de grado:

A nuestra directora de tesis, la PhD. Mercedes Campo, por su apoyo,
orientacion y ayuda para la realizacion de esta tesis.

Al PhD. Pablo Arévalo, por su valioso e imprescindible asesoramiento
en el andlisis estadistico de nuestra tesis y por su apoyo en cada paso para la
realizacion de la misma.

A la PhD. Inés Malo por la confianza depositada en nosotras al momento
de apoyarnos con el tema de tesis y por su dedicacion, apoyo, &nimo, orientacion
y su infinita generosidad.

A la MSc. Monica Espadero por su ayuda y colaboracion en cada uno de
los laboratorios.

A nuestros padres por su apoyo, cariiio y comprension durante todo el
proceso de elaboracion de esta tesis, sin su apoyo y paciencia, no habria sido

posible.

XXI



XXII



RESUMEN

Los propdleos son una sustancia resinosa y aromatica producida por las abejas,

principalmente por la especie Apis mellifera, a partir de resinas de partes de vegetales.

El objetivo de la investigacion fue establecer la relacion que existe entre la
composicion quimica y la actividad antibacteriana de diferentes extractos de propdleos
que fueron colectados en diferentes lugares de la provincia del Azuay y Loja,
determinando su posible aplicacion en la industria cosmética como un conservante

natural o sustancia activa biolégicamente.

La composiciéon quimica de los propdleos es muy variable dependiendo de su
localizacion geografica. Con el empleo de la CG-EM, se pudieron identificar los
principales compuestos quimicos de las muestras estudiadas. Estos fueron: azucares,
polioles, acidos fenodlicos simples, acidos grasos, estructuras terpénicas (diterpenos y

triterpenos) asi como otras no identificadas por la base de datos.

La actividad antibacteriana se determiné por el método de microdilucion en
placas frente a cepas de Escherichia coli, Propionibacterium acnes, Pseudomona
aeruginosa, Staphylococcus aureus siendo efectivo PE -11 frente a las cuatro cepas con
CMI de 3,75 mg/mL. Respectivamente para E. coli, P. aeruginosa, S. aureus y 1,875
mg/mL. para P. acnes. La muestra PE -12 present6 igual efectividad frente a las cuatro
bacterias objeto de estudio, mientras que el PE-13 es mas efectivo frente a Escherichia
coli, aunque no se evidencia una diferencia estadisticamente significativa entre los tres
propoéleos. La cuantificacion relativa llevada a cabo mediante CG-EM mostré que no
existe un metabolito secundario mayoritario en ninguna de las muestras, por lo que la
actividad antibacteriana mostrada se asocia a la mezcla de los diversos metabolitos

identificados, siendo mas efectivas frente a las bacterias Gram positivas ensayadas.
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Palabras claves: propdleos, Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus,

Escherichia coli, Propionibacterium acnes, composicion quimica.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

1.1 Presentacion y planteamiento del problema

Actualmente la poblacion mundial utiliza cosméticos, que estan formulados con
quimicos que son perjudiciales para la piel, y causan problemas de salud en los
consumidores. Por otro lado, la tendencia actual en los compradores es buscar nuevos
cosméticos que sean elaborados con ingredientes naturales, que no contengan
conservantes artificiales, ingredientes derivados del petrdleo o fragancias sintéticas
(Pereira, Neila de Paula; Dourado, 2017). En Ecuador esté4 creciendo gradualmente la
industria cosmética natural por las preferencias de los consumidores, ademads, la

exuberante y endémica vegetacion que existe facilita el desarrollo de esta industria.

En Ecuador no se aprovechan al 100 % los recursos naturales como es el caso
del propdleo. No solo por el desconocimiento de su potencial bioldgico (antibacteriano
y antimicético), sino también por la falta de estudios en cuanto a la composicion
quimica, que depende de la ubicacion geografica de la colmena de donde se extraen.
Estudios de esta naturaleza contribuirian a desarrollar cosméticos de mejor calidad,

eficacia y aceptacion.

1.2 Antecedentes teoricos referentes al problema planteado

La apicultura en Ecuador es una actividad poco desarrollada a pesar de la
exuberante biodiversidad que tiene nuestro pais, lo que propiciaria la obtencion de
productos apicolas de caracteristicas y propiedades exclusivas (Pesantez & Balcazar,

n.d.).



Antiguos pobladores hicieron uso de la miel, la cera jalea, y el propoéleo con
diversos fines, tales como: impermeabilizantes para las armas, en cataplasmas para
curacion de heridas, etc. (Salatino, Teixeira, Negri, & others, 2005). En la década de los
afios sesenta, Ecuador inicia la capacitacion y explotacion artesanal de las abejas a través
de una Agencia de Desarrollo en el sector rural. Segiin datos del Ministerio de
Agricultura y Ganaderia (MAGAD) y Agrocalidad, Ecuador se ha enfocado en
fortalecer la produccion de miel, para lo cual se realizan foros con expertos nacionales
e internacionales con vistas a lograr que el pais sea unos de los mayores productores a
nivel de Sudamérica (Ministerio de Agricultura y Ganaderia, 2016). El sector privado
ha desarrollado preparaciones con mayor valor agregado (cremas, shampoo, pomadas),
que contienen como ingredientes activos productos derivados de la colmena como:
polen, propoéleos, cera, jalea real. El propoleo es un material resinoso y aromatico que
las abejas elaboran a partir de exudados de diversas plantas, por lo que su composicion
quimica y consecuente actividad biologica pueden ser extraordinariamente variables, en
dependencia de la vegetacion que rodee la colmena (Nina et al., 2016). Basado en el uso
que las abejas le dan a dicho producto e independientemente de los diversos efectos
farmacologicos que el mismo posee, la accion antimicrobiana es comuin para propoleos

de diversos origenes geograficos.

Con estos antecedentes, y tomando en consideracion que son muy escasos los
estudios de este producto apicola ecuatoriano, surge la necesidad de estudiar propoleos
de diferentes localizaciones geograficas del pais, buscando, sobre todo, su composicion
quimica y el potencial antibacteriano que sustenta su uso en el campo de la

cosmecéutica.

1.3 Justificacion de la investigacion efectuada

Actualmente, la creciente utilizacion de productos como cremas, shampoo, gel
a base de extractos naturales o derivados apicolas esta dando lugar a la aparicion de un

nuevo mercado en la industria cosmética.



La comercializacion de propoleos en Ecuador es escasa, por lo que resulta
evidente que no se aprovechen las potencialidades del mismo. La informacion sobre

este mercado es insuficiente debido a que se encuentra en una etapa de introduccion.

Segun referencias bibliograficas, existen diversos estudios a escala mundial que
tienen como objetivo la determinacion de la composicion quimica de los propoéleos, la
misma que varia de acuerdo con la region geografica. Si se toma en consideracion el
alto endemismo de la flora ecuatoriana, resulta l6gico pensar que podria contarse con
un producto natural con cierta exclusividad quimica, terapéutica o bioldgica. El
potencial antimicrobiano de estos productos apicolas permitira evaluar la potencialidad
de los propdleos para la elaboracion de cosméticos, incluso podrian aprovecharse como

conservantes de origen natural dentro de la formulacion.

1.4 Objetivos

1.4.1. Objetivo general

Evaluar la relacion que existe entre la composicion quimica y la actividad
antibacteriana de diferentes muestras de propoleos, para evaluarlos como posibles

ingredientes activos de preparaciones cosmecéuticas.

1.4.2. Objetivos especificos

1. Determinar la composicion quimica de los propoleos mediante métodos
Cromatograficos.

2. Determinar la actividad antibacteriana y la concentraciéon minima inhibitoria
(CMI) de las muestras objeto de estudio frente a diferentes cepas bacterianas.

3. Correlacionar la composicion quimica de las muestras estudiadas con Ia
actividad antibacteriana.



1.5 Hipétesis

El origen geografico de los propoleos define la composicion quimica de los
mismos y, como consecuencia, el aprovechamiento en la elaboracion de cosmecéuticos,

debido a su actividad antibacteriana.



CAPITULO 11

2. MARCO DE REFERENCIA
2.1 Estado del arte

En la actualidad, la gran mayoria de formulaciones cosméticas que existen en el
mercado tienen como ingredientes base productos orgdnicos extraidos de diversas
fuentes naturales; al mismo tiempo incorporan quimicos para evitar su deterioro y
prolongar su vida comercial, pero muchas de las veces, llegan a ser perjudiciales para
la piel. En los tltimos afios, la industria cosmetologica ha ido implementando productos
obtenidos de la apicultura tradicional, debido a los multiples beneficios que estas
presentan. Todo esto surge desde tiempos milenarios, en donde la apicultura ha sido
aprovechada al maximo. Este es uno de los trabajos que estan intimamente ligados a la

sostenibilidad cultural (Jean-Prost, 2007).

Miel, polen, propoleo, jalea real, cera o material vivo son productos que se
adquieren de la apicultura, una actividad que resurge con fuerza en el pais. Ecuador tuvo
su apogeo apicola en la década de los noventa del siglo pasado. Hoy en dia, seglin datos
del MAGAP, la produccion de propdleos alcanza alrededor de doscientos a trescientos
kilogramos por colmena al afio; por ello, a partir de 2015, el MAGAP reactivo el
Programa Nacional de Apicultura (Pronapis) (Ministerio de Agricultura y Ganaderia,

2017).

Los propoéleos tienen muchas propiedades biologicas y farmacologicas y sus
mecanismos de accion han sido ampliamente investigados en los ultimos afios,
utilizando diferentes modelos experimentales in vitro e in vivo (José Maur’\icio Sforcin
& Bankova, 2011). El estudio de las propiedades biologicas de una muestra dada

siempre debe asociarse con su composicion quimica y fuente botanica, que representa



una muestra particular de un area geografica dada, explorando su potencial biologico y

el papel de sus componentes (José M Sforcin, 2016).

Segun el estudio realizado por (Miguel et al., 2013) establece que dentro de los
principales componentes del propoleo, obtenidos de las especies de Cistus spp.,
Rosmarinus officinalis, Quercus spp. y Arbutus unedo, se encuentran: 2-acetil furano,
benzaldehido verbenene 2,6,6-trimetil ciclohexanona, acetofenona, terpineno, n-
nonanal hotrieno, campholenal, trans-pinocarveol, trans-verbenol, pinocarvone, nerol
oxide, p-mentha-1,5-dien- 8-ola borneol, terpinen-4-ol, acido octanoico, myrtenal,
terpineol, cis-7-decenal, n-decanal, trans-carveol, cis-ocimenona, carvona, trans-
ocimenona, acido nonanoico, acetato de bornilo, alcohol perilla tymol, carvacrol, acido
decanoico, aromadendreno, alo-aromadendreno, eremofileno, 1,1,5,6-tetrametil-1,2-
dihidronaftaleno, viridifloreno, 1,1,5,6-tetrametil-1,2,3 , 4-tetrahidronaftaleno trans-
calameneno, cadineno, calacoreno, spatulenol, 6-p-tolil heptan-2-ona globulol, 1-epi-
cubenol, eudesmol, n-tetradecanol, n-heptadecane, benzil benzoato, ambroxidea, 6-
Acetoxi- 11-nor-drim-7-en-9-ona, n-octadecano, n-nonadecano, cembreno, acido

palmitico, 15-nor-labdan-8-ol.

Gracias a esta composicion quimica, presente en la mayoria de propdleos, al ser
incorporados a los cosméticos en pequefias concentraciones durante el proceso de
elaboracion, cumplen la funcion de conservantes, y otorgan actividades antimicrobianas
y antifiingicas a los propdleos. Por ello, se ha desarrollado y comercializado un ntimero
significativo de productos que contienen propdleos; como por ejemplo, suplementos
dietéticos, productos para la proteccion de la salud y prevencion de enfermedades,
productos biofarmacéuticos y como componente de bio-cosméticos (Vassya Bankova,

Popova, & Trusheva, 2016).

La ciencia moderna ha confirmado la acciéon antimicrobiana y antiviral del

propoleo y ha descubierto numerosos beneficiosos farmacologicos, y le ha otorgado



propiedades inmunomoduladoras, antiinflamatorias, antiobesidad, antitumoral y
muchas otros (de Groot, 2013), (Kubiliene et al., 2015), demostr6 la existencia de
actividad antimicrobiana no solo contra bacterias Gram positivas como Staphylococcus
aureus (15,8 mm), la bacteria formadora de esporas Bacillus cereus (17,2 mm) y el
hongo Candida albicans (16,9 mm), sino también contra las bacterias Gram negativas
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella pneumoniae alcanzando

diametros de inhibicion de 16 — 20,5 mm.

En relacion con el campo de la medicina, se ha sugerido que la actividad contra
el cancer del extracto etandlico del propdleo chino, caracterizado por la presencia de
compuestos polifendlicos y flavonoides, ejerce efectos antitumorales, principalmente, a
través de la induccion de apoptosis de células de cancer de mama, debido a su
selectividad sobre las células tumorales (Xuan et al.,, 2014). Un estudio similar lo
desarrolld (Seydi, Hosseini, Salimi, & Pourahmad, 2016) en donde evaluo la
citotoxicidad selectiva de extractos etanodlicos de propoleo (EEP) en hepatocitos y
mitocondrias obtenido del higado de ratas inducidas por Carcinoma hepatocelular
(HCC), que muestra una toxicidad selectiva prometedora en hepatocitos de rata HCC a

través de orientacion mitocondrial € induccidn de la apoptosis.

(da Costa et al., 2015) establece que el propoleo rojo mejora la lesion renal aguda
por isquemia-reperfusion, gracias a la polisolona que es una sustancia rica en polifenoles
que se recolecta de la miel de diversas fuentes que tienen propiedades antiinflamatorias

y antioxidantes.

Cabe mencionar que, ademas, los propoleos juegan un papel muy importante en
la industria alimentaria; aquellos que en su composicion quimica presentan, sobre todo,
flavonoides y compuestos fendlicos en general, resultan ser una fuente natural de
antioxidantes, y brindan estabilidad al alimento; esto se debe a la actividad antirradical

y al efecto inhibidor sobre iones metalicos que estos poseen. Hasta la presente fecha



surge la interrogante que el uso de antioxidantes sintéticos, pudieran ser promotores de

tumores y cancer (Vargas Sanchez, Torrescano Urrutia, & Sanchez Escalante, 2013).

Ante esta problematica, la industria cosmética no es la excepcion; ya que la
mayoria de las formulaciones cosméticas pueden ser degradadas biolégicamente por
microorganismos, debido a que contienen un elevado porcentaje de agua, y deterioran
el producto con el paso del tiempo. Por esta razon, la incorporacion de conservantes en
las formulaciones cosméticas es primordial para evitar la contaminacién microbiana
durante la fabricacion, almacenaje y uso cotidiano del consumidor. En torno a esto
(Goik, Ptaszek, & Goik, 2015) manifiesta que la adicién de propdleos a la barra de
labios, permite una mejor reconstruccion de la estructura del cosmético, después de que
el lapiz labial se haya aplicado a la piel; es decir, no causa cambios significativos en la
textura y caracteristicas de estos labiales. Ademas un conservante natural que retarda la
degradacion bioldgica por microorganismos, que deterioran los cosméticos con el paso

del tiempo y producen cambios en el aspecto fisico, color, olor y textura.

En virtud a todo lo expuesto anteriormente acerca de investigaciones relacionadas
con el tema de tesis, se ha podido esquematizar las principales informaciones tedricas,
resultados y conclusiones que respaldan la importancia de corroborar, mediante esta
investigacion, el potencial antibacteriano del propoleo, que podria emplearse como

posible ingrediente activo de preparaciones cosmecéuticas.



2.2 Enfoque teodrico

2.1.1. Generalidades sobre el propoleos

El propdleo es conocido desde la Edad de Piedra por el hombre. Las menciones
mas antiguas provienen de Egipto, donde los sacerdotes egipcios lo usaban en
preparaciones para embalsamar los cuerpos. Mas tarde, los griegos lo denominaron
propoleos, pro: que significa delante de o en defensa y polis ciudad. Los antiguos
pobladores lo llegaron a conocer como un balsamo milagroso, debido a sus propiedades

medicinales (Noriega, 2014), (Bellon Leyva & Calzadilla Mesa, 2007).

El propoleo es una sustancia resinosa y aromatica producida por las abejas,
principalmente por la especie Apis mellifera, a partir de exudados y resinas de partes de
plantas, brotes, flores, arboles (Marcucci, 1995), (Pena, 2008). Las abejas usan esta
resina para el control bioldgico y dar mantenimiento a la colmena, para sellar las grietas
y hendiduras de las paredes y celdillas de las colmenas (Bellon Leyva & Calzadilla
Mesa, 2007).

Los propoéleos poseen una variable apariencia fisica. Algunos son friables y
firmes, mientras que otros son gomosos y eldsticos. Pueden ser de color ocre, rojo,
pardo, marron claro o verde (Krell, 1996). Las abejas lo usan para sellar sus colmenas,
0 como una sustancia defensiva (Samara, Ortega, Benitez Campo & Cabezas Fajardo,

2011), (V. S. Bankova, de Castro, & Marcucci, 2000).

El propoleo ha sido usado desde la Antigiiedad en la medicina tradicional. Esta
compuesto, principalmente, por polifenoles, incluyendo flavonoides (Bellon Leyva &
Calzadilla Mesa, 2007), isoflavonoides, acidos fendlicos, ésteres de acidos cinamicos
sustituidos, aldehidos fenolicos y cetonas (Duke et al., 2017). Se han demostrado varias

propiedades farmacologicas, tales como: bactericida, antiviral, hepatoprotectora,



antiinflamatoria, inmunomoduladoras, antioxidante y analgésica (Zwolan, Meresta, &

others, 2000), (Navarro-Navarro et al., 2012), (Bezerra et al., 2015).

Varias investigaciones sobre propdleos en diferentes areas geograficas muestran
que existe una diferencia quimica entre los mismos. Es decir la composicion quimica de
los propdleos depende en gran medida de las especies vegetales presentes en la zona de

las colmenas (Vassya Bankova, Popova, & Trusheva, 2014).

2.2.2 Composicion quimica de propdéleos

Uno de los aspectos de mayor interés entre los investigadores de este campo es
descifrar la composicion quimica que poseen los propodleos. Lo interesante radica en
que, con el término de propoleos, se identifica a una diversidad de matrices que difieren
quimicamente y, como consecuencia, tienen propiedades biologicas diferentes (Vassya

Bankova et al., 2014).

Es conocido que las abejas elaboran propdleos para satisfacer sus propias
necesidades, para lo cual recorren diferentes formaciones vegetales con disponibilidad
de materias primas, por lo que es de esperar que no existan colmenas que produzcan
propoleos idénticos, aun cuando estén en zonas geograficas relativamente cercanas. Se
sabe que la composicion quimica del propoleo es compleja y variable entre las diferentes
localizaciones geograficas. Las diferencias en la composicion estan determinadas,
principalmente, por la flora del entorno, los ciclos evolutivos de las plantas proveedoras
de resinas que condicionan cambios en las concentraciones de las mismas, factores

climatologicos, influyen también sobre la técnica de obtencion (Kasote et al., 2014).
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2.3 Meétodos de caracterizacion quimica

Resulta importante hacer énfasis que la composicion quimica del propdleo esta
lejos de ser constante, debido a que las fuentes vegetales son diferentes y, como
resultado, la quimica del propoleo se puede alterar de manera apreciable. Logicamente,
al cambiar el perfil quimico de una muestra puede variar su actividad biolégica, no solo
por la intensidad del efecto, sino que podria ser totalmente diferente e incluso generar
efectos adversos. De lo anterior deriva lo sensible que resulta en este campo de
investigacion la debida estandarizacion de los propdleos y su control de calidad, desde

un punto de vista quimico (Talero, Hernandez, & Figueroa, 2012).

Multiples son los métodos que han sido empleados para la caracterizacion
quimica de los extractos de propdleos o de fracciones obtenidas de estos. Dentro de los
métodos analiticos mas utilizados podria citarse: espectrofotometria, cromatografia
liquida de alta resoluciéon (CLAR), espectrometria de masas de ionizacion por
electroespray (ESI/MS), electroforesis capilar, cromatografia gaseosa acoplada a
espectrometria de masas (CG-EM), cromatografia en capa delgada (CCD) y resonancia

magnética nuclear (RMN) (Palomino, 2009).

La CG-EM ha sido extremadamente util para analizar no solo compuestos
volatiles presentes en propoleos sino también para aquellos que no lo son, pero que

pudieran ser sometidos a una derivatizacion, lograndose resultados satisfactorios.

Multiples son las investigaciones que hacen uso de esta versatil técnica
cromatografica, sobre todo, para identificar y cuantificar con la ayuda de las bases de
datos, los principales compuestos quimicos presentes en los extractos objeto de estudio

(Plaza Juarez, 2017).
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Esta técnica es muy ventajosa, no solo porque ayuda a confirmar
estructuras antes dilucidadas por las técnicas de RMN, haciendo uso de pequefias
cantidades de muestras, sino también porque el apoyo de bases de datos permite
determinar, cualitativa y cuantitativamente, la composicion quimica de un

extracto total (Campo, 2007).

2.4 Compuestos quimicos identificados

De manera general, los propoleos contienen: resinas, ceras, polen y

compuestos organicos ¢ inorganicos (Campo, 2007).

Las muestras de propoleos analizadas de diversas partes del mundo, han sido
reportadas con mas de trescientos compuestos quimicos diferentes, tales como: ésteres
de acidos fendlicos, flavonoides, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, lignanos,
benzofenonas preniladas, aldehidos, esteroides y cumarinas (Huang, Zhang, Wang, Li,

& Hu, 2014).

Algunos elementos inorganicos como calcio, magnesio, potasio, sodio, cinc,
cobre, manganeso, cromo, niquel, plomo, cobalto, cadmio y plata, se han determinado
en muestras de propdleos de diferentes origenes geograficos (Stafilov & Kulevanova,

1994).
También se han identificado otros minerales como: aluminio, bario, boro, estafio,

hierro, molibdeno, selenio, silicio, estroncio, titanio, vanadio y zinc (V. S. Bankova et

al., 2000).
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Dentro de los flavonoides identificados en propdleos que con mayor frecuencia
informa la literatura estan: flavonas (acacetina, apigenina), flavonoles (kaempferol,
galangina, aromadendrina), flavanonas (pinobaksina, pinocembrina), isoflavonoides
(medicarpina, isosativan, genisteina, mucronulatol), neoflavonoides (Shrestha,

Narukawa, & Takeda, 2007).

Otros compuestos también referidos en la literatura son: acido benzodico y
derivados, acidos p-coumdricos prenilados, &cidos grasos, acidos alifaticos,
fenilpropanoides y derivados, entre otros (La Cerda, Libia; Veras, Mariana; Melo,

2014).

Compuestos quimicos tales como terpeno (pinano, ledol, clerodano, cicloartenol),
estilbenos (resveratrol, pterestilbeno), esteroides (colesterol), azicares y polioles
(glicerol), vitaminas (tocoferoles), coumarinas (esculetina y escopoletina), lignanos
(sesamina, (+)-pinoresinol), aminoacidos (isoleucina), benzofenonas poliisopreniladas,
también han sido identificados de muestras de propdleos (Al-Hariri, 2011).

Dentro del grupo de los terpenos se han identificado, fundamentalmente,
diterpenos y alcoholes triterpénicos (Marcucci, 1995). Fracciones volatiles de varios
tipos de propdleos han mostrado la presencia de monoterpenos y sesquiterpenos. Dichos
compuestos no se encuentran en concentraciones elevadas, aunque influyen en el aroma

caracteristico de muchos propdleos.

Los multiples estudios quimicos realizados en los propoleos han permitido
establecer una relacion entre la composicion quimica de dicho producto apicola y su
localizacion geografica. Logicamente, estos estudios han contribuido a determinar el
origen botanico de las muestras de propoleos, luego de identificar la vegetacion que

prevalece en la zona de colecta del mismo (Alday et al., 2016).
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La tabla 1 muestra los principales compuestos quimicos, segun su origen

geografico (Vassya Bankova, Popova, et al., 2016).

En los ultimos afios se ha ampliado el estudio de la composicién quimica y las
actividades farmacologicas de los propodleos recolectados en América Central, el Caribe
y Sudamérica, se han reportado diferencias y similitudes con otras muestras analizadas

de localizaciones geograficas diferentes (Alday et al., 2016).

Con relacion a Ecuador, han sido muy pocos los estudios realizados sobre su
composiciéon quimica; recientemente se publicO una investigacion de muestras
provenientes de Quito, Guayaquil y Cotacachi, de donde se identificaron flavonoides y
triterpenoides. La gran diversidad en la vegetacion que existen y su alto endemismo
motivan a realizar investigaciones en muestras de propdleos nacionales de otras
regiones geograficas, considerando que pudieran presentar un singular potencial

bioldgico.
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Tabla 1. Relacién entre

la composicion quimica del propoleos y su origen

vegetal
Tlp? de Origen geografico Fuente vegetal P.rmrcl_pales sustam_:las Referencias
propéleos biolégicamente activas
Prondl d (Christov, Trusheva,
“ngzrg,),s ®  JIslas Canarias Desconocida lignanos furofuranoides Popova, Bankova, &
Bertrand, 2006)
acidos p-cumaricos
prenilados; acidos
Propéleos Brasil (Sao Paulo, Baccharis spp.  diterpénicos (Marcucci, 1995); (Y. K.
v r(li) Rio de Janeiro, fundamentalmente B. Ejemplos: Artepillin -~ C,  Park, Alencar, & Aguiar,
erdes Minas Gerais) dracunculifolia DC. bacarina, druparina,  2002)
aromadendrina, acidos
cafeoilquinicos
Propoleos Sur de Brasil Populus spp. flavonas, flavanonas, dcidos (v pyr et al, 2002)
oscuros cinamicos y sus ésteres.
4cido felurico, acidos grasos
Propoleos Nordeste de Brasil ~ Hypis divaricata insaturados, f cariofileno 'y ¢ iy eral 2002)
marrén compuestos  fendlicos  no
identificados
Propéleos benzofenonas polipreniladas (Cuesta-Rubio et al,
“clusia” Venezuela, Cuba Clusia spp. : . polip 2017); (M. Popova et al.,
Ejemplo: Nemorosona
(pardos) 2011)

Propéleos rojos

Propéleos  del
“pacifico”

Propoleos  del
Mediterraneo

Propoleos  de
mangifera

Norestede Brasil,
Cuba, México

Regiones del
pacifico (Okinawa,
Taiwén)

Sudeste de Grecia

e Islas Griegas,
Sicilia, Malta,
Croacia
Indonesia, Oman,
Brasil, Myanmar,
Tailandia

Isoflavonoides
Ejemplos: Medicarpina,
vestitol, 3-O-metil vestitol

Se sugiere especies del
género Dalbergia

flavanonas

Desconocida C-preniladas

Acido diterpénico

Ejemplo: cuprisicos,
Cupressus sempervirens isocuprisicos,
imbricataloicos, totarol,
ferruginol
Exudado de frutas de  Cardanoles, triterpenos del

Mangifera indica tipo cicloartanos

(Y. K. Park et al., 2002);
(Casarin et al., 2005);
(Campo, 2007); (Li et al.,
2009)

(Chen, 2005);
(Kumazawa, Hamasaka,
& Nakayama, 2004).

(Milena Petkova Popova,
Graikou,  Chinou, &
Bankova, 2010); (M.
Popova et al., 2012)

(M. Popova et al., 2011);
(M. Popova et al., 2012);
(E. L. Da Silva &
Menezes, 2005);

(Li et al., 2009).

Elaborado por: (autoras 2017)
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2.5 Actividad antimicrobiana de propdleos

Diferentes extractos y formulaciones que contienen propoleos mostraron
actividad frente a bacterias Gram- positivas y Gram-negativas, protozoos, hongos y
virus (Vassya Bankova et al., 2014). Estos resultados fueron obtenidos con muestras de

propoéleos procedentes de diferentes especies de abejas y origenes geograficos.

Un gran niimero de estudios antimicrobianos (in vitro) realizados con prop6leos
de diferentes continentes, revelaron la actividad inhibitoria frente a bacterias Gram-
positivas pertenecientes a los géneros Staphylococcus y Strepthococcus (Boisard et al.,
2015). La pinocembrina, un flavonoide presente en muestras de propoleos fue
identificada como el compuesto responsable de la actividad inhibitoria frente a
Staphylococcus aureus en muestras de propdleos de Nueva Zelanda, Estados Unidos de
América, China, Hungria y Holanda. En algunas muestras de propdleos se determind la
actividad inhibitoria frente a Streptococcus mutans, el agente causante de las caries
bucales (Bueno-Silva, Marsola, Ikegaki, Alencar, & Rosalen, 2017).

La accion del propoleo sobre los microorganismos de la cavidad oral fue evaluada
por varios investigadores en estudios in vivo, in vitro y ex vivo. Se demostro la actividad
inhibitoria frente a Streptococcus mutans, Lactobacillus casei, Streptococcus salivarius,
Streptococcus mitis y Candida sp. Un estudio demostrd que los extractos alcoholicos
fueron mas efectivos que los acuosos frente a cepas de S. mutans, S. salivarius, S. mitis
and L. casei (Bezerra et al., 2015), demostraron la actividad frente a S. aureus de

extractos con diferentes concentraciones de propoleos.

La actividad frente a microrganismos Gram-negativos ha sido evaluada
frecuentemente con diferentes cepas de Escherichia coli, apreciandose una gran
diversidad de resultados. (Kalogeropoulos et al. 2009) evaluaron doce extractos de

propodleos de Grecia y Chipre, y solo dos mostraron inhibicion del crecimiento de E.
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coli. Por otra parte, (Sforcin et al. 2000) apreciaron resultados similares en cuanto a la
actividad frente a E. coli de muestras de propoleos brasilefios recolectadas en diferentes

estaciones del afio.

Los flavonoides pinocembrina, galangina y crisina mostraron actividad frente a
la bacteria Gram-negativa Helicobacter pyroli, agente causante de tlceras y gastritis

(Diaz, 2001).

Algunos derivados del acido cindmico procedentes de propdleos brasilefios,
fueron evaluados frente a 54 cepas que incluyeron bacterias, hongos y levaduras. El
acido-3,5-diprenil-4-hidroxicindmico mostré los mejores valores de concentracion
minima inhibitoria (15,6-31,3 ng/mL.) frente a Bacillus cereus, Enterobacter aerogenes
y Arthtoderma benhamiae (Velasquez, Boris; Montenegro, 2017).

En propoéleos europeos, producidos a partir de especies de plantas del género
Populus, se demostré que la actividad antimicrobiana se debia a la presencia de
flavanonas, flavonas, acidos fendlicos y sus derivados. En el caso de los propdleos
brasilefos producidos a partir de especies del género Baccharis, los derivados de acidos
p-coumaricos prenilados fueron identificados como los responsables de la actividad
antimicrobiana. Las benzofenonas preniladas produjeron inhibicioén del crecimiento de
diferentes microorganismos al emplear muestras de propoleos de origen cubano (V. S.
Bankova et al., 2000).

Doce muestras de propoleos colectadas en Estados Unidos de América inhibieron
el crecimiento de dos parasitos de las abejas, Paenibacillus larvae y Ascosphaera apis.
Las muestras de propodleos inhibieron los microorganismos en un rango de
concentraciones de 7 a 120 pg/mL. (Wilson, Brinkman, Spivak, Gardner, & Cohen,
2015). Algunos ejemplos de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas empleados en

la evaluacion antibacteriana de muestras de propéleos se resumen en la tabla 2.
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Muestras de propoleos procedentes de Brasil, Bulgaria, Turquia, Libia o Cuba
mostraron actividad inhibitoria frente a parasitos de diversos géneros tales como:
Leishmania, Trypanosoma, Trichomonas y Plasmodium (Seydi et al., 2016). En el caso
particular de los propoleos de origen cubano ,se observo que solo cinco muestras de las
dieciocho evaluadas disminuyeron la viabilidad de T. vaginalis a concentraciones
menores de 10 pg/mL.. Todas las muestras mostraron inhibicion de los amastigotes
intracelulares de L. amazonensis, pero también produjeron citotoxicidad en macréfagos
peritoneales de ratones BALB/c. Los extractos de propoleos mostraron actividad tanto

en el modelo intracelular como extracelular (Ayres, Marcucci, & Giorgio, 2007).

Tabla 2. Ejemplos de bacterias evaluadas en estudios antimicrobianos de propdleos

Microorganismos | Autores
Bacterias Gram-positivas
Staphylococcus spp. (S. aureus, S. auricularis, S. capitis, | (Campo, 2007); (Bueno-

S.epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis, S. mutans, and
S. warnerii), Enterococcus faecalis, Paenibacillus larvae,
Streptococcus  mutans,  Actinomyces  naeslundii,
Lactobacillus acidophilus, Peptostreptococcus micros,
Streptococcus spp.

(S. cricetus, S. faecalis, S.Pneumonia, S. pyogenes, S.(-
haemolyticus, S. mutans, S. sobrinus, and S. viridians),
Bacillus subtilis, Enterococcus spp.(Enterococcus
faecalis), Micrococcus luteus, Nocardia asteroids,
Rhodococcus equi.

Silva et al., 2017); (Wilson et
al., 2015); (Wilson et al.,
2015); (Wagh, 2013);
(Burdock, 1998); (Monzote
et al.,, 2012); (Veloz et al.,
2015); (Vassya Bankova et
al., 2014); (de Groot, 2013);
(Kalogeropoulos, Konteles,
Troullidou, Mourtzinos, &
Karathanos, 2009); (Jos¢é M
Sforcin, Orsi, & Bankova,
2005)

Bacterias Gram-negativas

Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Escherichia coli,
Salmonella  enteriditis,  Yersinia  enterocolitica,
Actinobacillus actinomycetemcomitans, Capnocytophaga
gingivalis, Porphyromonas anaerobius, Prevotella
intermedia, Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas
gingivalis, Prevotella melaninogenica, Prevotella oralis,

Veillonella péarvula, Shigella dysenteriae, Salmonella
sp.(S. enteritidis, S. typhi, and S. typhimurium),
Aeromonas hydrophila, Brucella abortus,
Corynebacterium sp.(C. pseudotuberculosis),

Helicobacter pylori.

(Campo, 2007); (A. V.
Oliveira et al., 2017);
(Bueno-Silva et al., 2017);
(Monzote et al, 2012);
(Wagh, 2013); (Burdock,
1998); (Vassya Bankova et
al., 2014); (de Groot, 2013);
(Kalogeropoulos et al,
2009).

Elaborado por: (autoras 2017).
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La actividad antifingica del propéleo también ha sido evaluada frente a una gran
diversidad de hongos y levaduras. (Kujumgiev et al. 1999) determinaron la actividad
antifingica de trece muestras de propoleos procedentes de Bulgaria, Egipto, Brasil y
Mongolia frente a Candida albicans. Todos los extractos hidroalcoholicos de propdleos
(70% v/v) preparados en una relacion 1/10 (m/v) mostraron a los de inhibicion
superiores a 14 mm. Dichas muestras también mostraron actividad inhibitoria frente a
S. aureus y a la cepa Weybridge (H7N7) del virus de la influenza aviar.

(L. de L. de Oliveira, Carvalho, & Melo, 2014), extrajeron una muestra de propéleo
brasilefo con alcohol al 96 % y el residuo fue ensayado frente a 67 cepas de levaduras
que incluyeron las siguientes especies: 8 C. albicans, 23 C. parapsilosis, 15 C.
tropicalis, dos C. kefyr, dos C. guilliermondii, cinco C. lusitanea, dos C. glabrata, una
C. stellatoidea, cinco Trichosporon sp. Incluyendo (T. asahii, T. ovoides y T.
cutaneum), una Geotrichum candidum y tres Saccharomyces cerevisiae. El rango de
concentracién minima inhibitoria mostré valores entre 0,32-5 x 102 mg/mL., se aprecio

inhibicion en todas las cepas estudiadas.

En un estudio realizado recientemente, (Waller et al. 2017) desarrollaron un
estudio in vitro frente a veinte aislamientos de Sporothrix brasiliensis, resistentes a
itraconazol, obtenidos de perros y gatos. Todos los microorganismos fueron sensibles
al extracto de propoéleos pardo empleado; siendo las concentraciones minimas fueron
fungicidas entre 0,78 y 3,125 mg/mL.. El 4acido cumarico fue el componente principal

identificado en dicha muestra.

Un fraccionamiento de dos muestras de propoleos rojos brasilefios guiado por un
bioensayo antifungico mostro que los extractos etandlicos fueron activos frente a doce
cepas de Candida con valores de concentracion minima inhibitoria entre 32 y 1024
pug/mL.. La isoflavona formononetina fue detectada en todos los extractos y fracciones
evaluadas mediante CLAR, y cuando se ensay¢ frente a las cepas de Candida mostro la

inhibicion de seis cepas con una concentracion minima inhibitoria de 25 pg/mL. (das
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Neves, da Silva, de Oliveira Lima, da Cunha, & de Jesus Oliveira, 2016). En la tabla 3
se incluyeron diferentes especies de hongos y levaduras frente a las cuales fueron

evaluadas diversas muestras de propoleos.

Tabla 3. Especies de hongos y levaduras empleadas en estudios antifiingicos desarrollados con propoleos

Especies de hongos y levaduras Autores

Candida spp, Ganoderma applanatum (IEV 017), )
(Boisard et al., 2015); (Matny,

2015); (das Neves et al., 2016);
(Burdock, 1998); (Pippi et al.,
2015); (Capoci et al., 2015);
(Vassya Bankova et al., 2014); (de
Groot, 2013); (Boisard et al.,
2015).

Lenzites elegans (IEV 012), Pycnoporus sanguineus
(IEV 006), Schizophyllum commune (IEV 009)],
Aspergillus niger, Fusarium sp., Macrophomina sp.,
Penicillium spp, Phomopsis sp., Thichoderma spp.,
Diplodia seriata, Trichosporon sp, Geotrichum
candidum, Saccharomyces cerevisiae, Sporothrix

brasiliensis

Elaborado por: (autoras 2017).

Algunos investigadores evaluaron la actividad del propoleo frente a diferentes
virus. El efecto in vitro frente a virus tipo ADN y ARN, incluyendo el virus del herpex
simple tipo 1 y 2, adenovirus tipo 2, poliovirus tipo 2 y el virus de la estomatitis
vesicular, fue evaluado frente a una muestra de propodleos de origen francés a una
concentracion de 30 p/mL.. El virus de la estomatitis vesicular y el adenovirus tipo 2
fueron menos susceptibles (Mufioz Rodriguez, Linares Villalba, & Narvaez Solarte,
2011). La actividad antiviral in vitro de flavonas y flavonoles aislados de propoleos fue
evaluada con el virus de la influenza tipo 1, demostrandose que los flavonoles eran mas
activos que las flavonas en el orden galangina, kaemferol y quercetina (Amoros, Simds,

Girre, Sauvager, & Cormier, 1992).

El propoéleo ha sido usado en la fabricacion de cosméticos por sus propiedades

antimicrobianas, principalmente. En Corea se comercializaron cremas para la cara,
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cremas para los ojos y lociones con concentraciones de propodleos del 1-3 %. El nivel de

aceptacion de los clientes estuvo entre un 81 y 83 % (J. S. Park & Woo, 1996).

Estudios realizados por diferentes autores con muestras de propoleos procedentes
de diversas latitudes confirmaron las potencialidades antimicrobianas de propdleos. No
todos los propoleos muestran el mismo potencial frente a un microorganismo y en
algunos casos resultan inactivos a las concentraciones ensayadas. El origen geografico
de las muestras de propoleos condiciona su composicion quimica y esta a su vez las
potencialidades frente a diferentes microorganismos. Resulta imprescindible evaluar el
potencial antimicrobiano de las muestras de propoleos y a su vez correlacionar el mismo
con su composicion quimica, para poder reproducir los resultados obtenidos e
identificar las muestras de propoleos con mejor actividad antimicrobiana y frente a qué
microorganismos son activas. En las tablas 2 y 3 se resumieron algunos resultados
obtenidos al evaluar la actividad antimicrobiana de muestras de propdleos frente a
diferentes microorganismos. Estos resultados permitieron verificar el amplio espectro
de accion que de forma general muestran los propoleos. Sin embargo, es util sefialar que
dicha variedad se logra al agrupar diferentes muestras de propo6leos. De forma general,

los propoleos parecen ser mas activos frente a bacterias Gram-positivas.

2.6 Conservantes en cosméticos

En todas las formulaciones de productos cosméticos existen sustancias de origen
quimico, mineral, vegetal o animal, en mayor o en menor proporcion. Todas estas
sustancias que pueden formar parte de un producto cosmético estan incluidas en listas,
que son permanentemente actualizadas por las agencias reguladoras de los productos
cosméticos. En la Unién Europea lo realiza European Commission (European

Commission, 2018).
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Los conservantes son ingredientes naturales o sintéticos que se definen como
sustancias quimicas con actividad antimicrobiana que se incorporan en los cosméticos
en muy pequefia concentracion: entre un 0,000 5y un 1 % de sustancia activa como el

Butil hidroxitolueno (BHT), durante el proceso de fabricacion.

Los conservantes se incluyen en las formulaciones cosméticas para reducir el
riesgo de contaminacion microbiana durante la fabricacion, almacenaje y para que
permanezca adecuado, seguro durante su tiempo de vida 1til y en el uso cotidiano por
parte del consumidor, ya que las formulaciones cosméticas son una fuente de nutrientes
para bacterias, hongos y levaduras (Leranoz, 2002), (Alvarez-Rivera, Llompart, Garcia-

Jares, & Lores, 2015), (Lecce et al., 2016).

Cuando un producto cosmético estd contaminado por una bacteria u hongo, se
produce cambio en su consistencia, color y olor. En el caso de emulsiones puede

producir alteraciones reologicas como pérdida de textura.

Sin el uso de los conservantes, los productos cosméticos, al igual que el resto de
productos como son los alimentos, bebidas, farmacos, etc., pueden contaminarse con
microorganismos, que pueden tener diferentes origenes: materias primas,
medioambiente, equipo de fabricacion, envasado y el personal, o por la utilizacion por
parte del consumidor pudiendo deteriorar, dafiar el producto, y posiblemente puede
llegar a causar irritaciones, infecciones en la salud del consumidor (European

Commission, 2018), (Eurofarma, 2016).
En la actualidad, los conservantes son sometidos a una evaluacion rigurosa, que

incluye evaluaciones de seguridad y pruebas de calidad, para garantizar de que sean

seguros para su uso (European Commission, 2018).
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2.6.1. Seleccion de un conservante

Para proteger al producto cosmético de la contaminacion microbiana, es
importante primero conocer su formulacion para poder realizar una correcta seleccion

del conservante.

El conservante ideal deberia reunir las siguientes caracteristicas:

Tener un amplio espectro de actividad antimicrobiana.

ISR

No producir ninguna reaccion de sensibilizacion.

Tener una estructura quimica conocida.

SN

Soluble en agua.

Permanecer estable en condiciones extremas de pH y temperatura.

Ser compatible con todos los ingredientes de la formulacion y envasado.
No alterar las caracteristicas organolépticas del cosmético.

Ser barato (Leranoz, 2002).

= @ ™ oo

Ningun conservante actualmente cumple todos estos parametros, por tal motivo,
se usa un sistema conservante (mezcla de uno o mas conservantes), que proteja al

cosmético durante las fases de elaboracion y durante su tiempo de vida util.

La eleccion del o los conservantes se realizara con base en: las formulaciones
anteriores y considerando la naturaleza quimica de los ingredientes, método de
fabricacion a usarse, propiedades fisicoquimicas del producto, tipo de envase,
condiciones de aplicacion y el coste. Para la eleccion del conservante hay que tener en

consideracion la eficacia, estabilidad y seguridad (Leranoz, 2002).

Para evitar que salgan al mercado productos cosméticos contaminados
microbiologicamente por el proceso de fabricaciéon y envasado, se han establecido

parametros indicados por la Comunidad Andina de Naciones (CAN) de la cual forma
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parte Ecuador. Este organismo elabor¢ la resolucion 1482: Regulacion para los limites

de contenido microbiolégico de productos cosméticos seglin la resolucion 1482 de la

CAN dispuso modificar el articulo 4 y el Anexo I de la Resolucion 797 Reglamento de

la Decision 516 sobre Control y Vigilancia Sanitaria de Productos Cosméticos, a fin de

incluir parametros que especifiquen los limites de contenido microbiolégico, de acuerdo

con los riesgos de los productos cosméticos. Los limites de contenido microbiologico

se especifican en la tabla 4

Tabla 4. Limites de contenido microbioldgico de los productos cosméticos

AREA DE APLICACION Y FASE
ETARIA

LIMITES DE ACEPTABILIDAD

Productos para uso en infantes (hasta tres
aflos)

Productos para uso en area de ojos.
Productos que entran en contacto con las

membranas mucosas.

a. Recuento de microorganismos mesofilos
aerobios totales. Limite maximo 5 x 102 UFC/g o mL.
b. Ausencia de Pseudomona aeruginosa en 1 g o
mL.

Ausencia de Staphylococcus aureusen 1 go mL.
d. Ausencia de Escherichia colien 1 g o mL.

Demas productos cosméticos susceptibles

de contaminacion microbiologica

a. Recuento de microorganismos mesofilos
aerobios totales. Limite maximo 5 x 103 UFC/g o mL.
b. Ausencia de Pseudomonas  aeruginosa

Resoluciones en 1 go mL..

c. Ausencia de Staphylococcus aureus enen 1 g o

mL.

d. Ausencia de Escherichia colien 1 go mL..
Productos a ser utilizados en los 6rganos . ]

a. Ausencia de Candida albicans.

genitales externos

Elaborado por: (CAN 2012).

Se indica, en la misma resolucion que los productos cosméticos que cumplan con

los parametros establecidos en la tabla 5, se consideran libres de contaminacion

microbiologica, debido a que su formulacién crea condiciones adversas al crecimiento

de los microorganismos.
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Tabla 5. Condiciones para que un producto cosmético sea considerado libre de contaminacion
microbiologica

Condicion Limite
pH acido <3-0
pH alcalino >10-0
Soluciones hidroalcohélicas >20- 0%
Temperatura de llenado >65-0°C
Actividad del agua (av) <0,75
Productos de base solvente Sin limite
Productos oxidante Sin limite
Clorhidrato de aluminio y sales relacionadas 15 % al 25 %

Elaborado por: (CAN 2012).

Se entiende como productos de base solvente y productos oxidantes aquellos que,

en su formulacion, crean condiciones adversas al crecimiento de los microorganismos.

2.6.2. Tipos de conservantes

Los ingredientes cosméticos usados para la conservacion del producto se listan
en el anexo V del Reglamento europeo N.° 358/2014 de la comision de 9 de abril de
2014, el mismo que modificolos anexos Il y V del reglamento (CE) no 1223/2009 del

Parlamento Europeo y son considerados como conservantes tradicionales o sintéticos.

En la actualidad, con la tendencia hacia una cosmética natural, se estd optando
por otros ingredientes que no estan catalogados como conservantes, los mismos podrian
ser utilizados si se realizan estudios de soportes y a estos se les conoce como

conservantes naturales o alternativos (Leranoz, 2002), (Vega Picon, 2015).
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2.6.3. Conservantes tradiciones o sintéticos

Los conservantes mas utilizados actualmente en las formulaciones de productos
cosméticos se muestran en la tabla 6. Actualmente, los parabenos son los conservantes

mas utilizados aunque con cierta restriccion, combinados con fenoxietanol y donadores

de formaldehido.
Tabla 6. Lista de conservantes tradicionales
FAMILIA CONSERVANTE

Acidos Acido benzoico y sus sales
Acido dehidroacético y sus sales
Acido p-hidroxibenzoico sus sales y ésteres (parabenos)
Acido sérbico y sus sales

Alcoholes Alcohol bencilico

Alcoholl 2,4-diclorobencilico

Derivados fenodlico Fenoxietanol
Triclosan
Derivados de | Diazolidinil urea
formaldehido
Imidazolinil urea
DMDM hidantoina
Otros Y odopropinilbutilcarbamato

Clorometilisotiazolinona+metilisotiazolinona

Elaborado por: (Leranoz, 2002)

2.6.4. Conservantes alternativos y naturales

Actualmente, se buscan nuevas moléculas con actividad biocida o moléculas que
generen un entorno desfavorable para los microorganismos, debido a que los

consumidores buscan productos mas naturales, que sean menos toxicos. El conservante
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alternativo debe cumplir la mayoria de las caracteristicas anteriormente mencionadas
para los conservantes tradicionales, pero actualmente ninguno cumple con estos

requisitos.

El modo de accion de estos conservantes naturales es la inhibicion del
crecimiento microbiano, la oxidacion y ciertas reacciones enzimaticas. Dentro de este
grupo de conservantes, se encuentran aceites esenciales, flavonoides, compuestos
fenolicos, metabolitos microbianos los cuales poseen la accion preservante (Singh &
Jain, 2011). También existen otros ingredientes que son usados como conservantes
alternativos; a continuacion, se realiza una breve descripcion de los conservantes

naturales y alternativos:

Aceites esenciales: Por ejemplo, el aceite esencial de comino, canela, rosa,
sandalo, eucalipto, lavanda, limén, aceite del arbol del té, etc., poseen un estrecho
espectro de actividad, no son efectivos contra las Pseudomonas, y se requieren elevadas
concentraciones, lo cual involucra que se va a afiadir olor y color en las formulaciones
y son inestables, insolubles en agua, incompatibles con algunos ingredientes, pueden

ser alérgenos e irritativos para algunas personas. Ademas tienen un elevado coste.

Acido usnico: Presente en el extracto de liquen (Usnea barbata) el mismo
presenta actividad frente a bacterias Gram-positivas y hongos, actiia desacoplando la

fosforilacion oxidativa, puede causar alergias e irritacion en algunas personas.

Perfumes: Tal es el caso del acido animico, alcohol feniletilico, timol,
cinamaldehido, eugenol, etc. Estos se usan para dar olor al producto, y también puede
ayudar a conservar el producto pero el inconveniente es que son irritantes, alergénicos

para ciertas personas y son dificiles de disolver.
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Esteres de glicerilo: Como gliceril laurato, gliceril caprato y gliceril caprilato.
Interaccionan con tensioactivos anionicos, dificiles de incorporar en las formulaciones
(insolubles en agua), buena compatibilidad toxicologica. No son efectivos contra
hongos, la cantidad a utilizar depende de la formulacion. Tienen buena compatibilidad
toxicologica y poseen otras propiedades, como ser solubilizantes, humectantes o
hidratantes. En este grupo, se puede incluir la etilhexilglicerina, activo como

desodorante.

Polialcoholes: Como glicerol, propilenglicol, butilenglicol, pentilenglicol,
hexilenglicol y caprililglicol. Su efectividad depende de la longitud de la cadena y de la
disposicion de los grupos OH; tienen una limitada solubilidad en agua y no son muy

efectivos frente a los hongos, pero si que lo son frente a bacterias.

Hidroxiacidos: Como es el caso del acido lactico, el citrico son efectivos debida
a la modificacion del pH. Presentan el problema que deben afiadirse a temperaturas por

debajo de 40 °C y almacenarse a temperaturas menores de los 25 °C (Lemmel, 2008).

2.7 Descripcion de las bacterias usadas en el estudio

Escherichia coli

Morfologia: Es una bacteria Gram-negativa en forma de baston, por lo general de 1-3
pm de largo y 0,5 pm de didmetro. Debido a su elevada presencia en el tracto
gastrointestinal y en las heces, la E. coli se utiliza como el indicador principal de
contaminacion fecal en la evaluacion de la inocuidad de los alimentos y el agua. Sirve

para verificar su apego a buenas practicas de manufactura (BORIE et al., 1997).
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Staphylococcus aureus

Morfologia: Es una bacteria Gram-positiva que estd formada por cocos Gram-positivos,
con un didmetro de 0,5 a 1,5 pm, agrupados como células unicas, en pares, tétradas,
cadenas cortas o formando racimos de uvas, que produce enterotoxinas. Es considerado
un patégeno con gran potencial para causar multiples infecciones en el humano, es
responsable de un amplio espectro de enfermedades, que van desde infecciones de la
piel y tejidos blandos hasta infecciones graves que amenazan con la vida (Cervantes-

Garcia, Garcia-Gonzalez, & Salazar-Schettino, 2014), (Shahdordizadeh et al., 2017).

Pseudomonas aeruginosa

Morfologia: Es un bacilo Gram-negativo, aerobica, no formadora de esporas, estan
dotados de motilidad debido a la presencia de flagelos polares. Algunos producen
pigmentos hidrosolubles, se le considera un patdgeno oportunista. Es comin en
ambientes himedos, puede colonizar a los humanos con las defensas normales y causar
enfermedad en los huéspedes humanos con defensas anormales. Ademas, es la principal
causa de infecciones nosocomiales (Ortiz-Herrera, Geronimo-Gallegos, Cuevas-

Schacht, Pérez-Fernandez, & Coria-Jiménez, 2004), (Chatterjee et al., 2016).

Propionibacterium acnes

Morfologia: Es un bacilo anaerobio Gram-positivo, reside en los foliculos pilosebaceos
de la piel colonizando las gldndulas sebaceas ricas en lipidos. Es un comensal
inofensivo, aunque se ha asociado con la formacion del acné vulgar y con el proceso de
inflamacion en este (J. B. N. F. da Silva et al., 2013), (Feuillolay et al., 2016),
(Briiggemann et al., 2004), (Handa & others, 2012), (Bhatia, Maisonneuve, & Persing,
2004).
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CAPITULO III

3. MATERIALES, METODOS Y RESULTADOS

3.1. Recoleccion de las muestras de propoleos

Segun el estudio realizado por (Lopez, Marti, Subovsky, & Castillo, 2016), se
utilizaron tres métodos de recoleccion de propoleos que son con cufias, mallas y
raspado, se ha concluido que el método usado en la recoleccion de propdleos no influye
en el rendimiento. Las muestras se recolectaron por el método mas sencillo y tradicional,
que consiste en el raspado de los marcos de madera de la colmena con la ayuda de una

espatula metalica.
Las muestras de propodleos objeto de estudio se identificaron como PE-11; PE-12
y PE-13. Los propdleos estudiados fueron producidos por abejas de la especie Apis

mellifera. Los datos de cada una de las muestras se resumen a continuacion (tabla 7).

Tabla 7. Datos de las muestras de propdleos

Fecha d
Identificacion Apicultor echa _? Localizacion
recoleccion
Luis Galarza .
PE-11 25/09/16 Parroquia Santa Ana. Azuay
los L P il
PE-12 Carlos Lapo 23/06/16 Sall'l edro de Vilcabamba,
Loja
PE-13 Pablo Leén mayo/16 San Pedro de Vilcabamba,

Loja (zona montafiosa)

Elaborado por: (autoras 2017).
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3.2. Preparacion del extracto

Las muestras PE-11 (63,88 g), PE-12 (137,85 g) y PE-13 (56,43 g), se sometieron
aun proceso de maceracion en un erlenmeyer, utilizando como disolvente metanol puro,
(Sigma Aldrich) cantidad suficiente para cubrir completamente las muestras. El proceso
se realiz6 durante siete dias con recambio de disolvente al tercer y quinto dia. Los
extractos metanolicos se filtraron con algodon desengrasado, se reunieron y se
concentraron a sequedad en un rotaevaporador Biichi a 40 °C a presion reducida. Los
extractos secos de propoleos se almacenaron en frascos de vidrio color ambar,

conservandose a temperatura de 6 - 8 °C hasta sus analisis.

3.2.1 Resultados y discusion del rendimiento de los extractos de propoleos

El calculo del rendimiento para los tres propoleos estudiados, se realizo
empleando la siguiente ecuacion:
Rendimiento (%) = P.100/m

Donde P es el peso de extracto seco (g) y m es el peso del propdleos crudo (g).

Los rendimientos obtenidos en el proceso de extraccion de las muestras de

propoleos se muestran en la tabla 8.

Tabla 8. Rendimiento de extractos de propdleos

PESO DEL PESO DEL
MUESTRA PROPOLEOS EXTRACTO RENDIMIENTO
CRUDO (g) ®
PE-11 63,88 15,59 24,4183 %
PE-12 137,85 29,22 21-20%
PE-13 56,43 11,44 20-28 %

Elaborado por: (autoras 2017).
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3.3. Analisis por cromatografia en capa delgada (CCD)

La CCD se desarrollo utilizando placas de Silica gel GF254 (0,20 mm) con
dimensiones de 5 x 10 cm. Estas se encontraban sobre soporte de aluminio. Las muestras

se aplicaron con el uso de capilares de vidrio, dejando secar al ambiente las aplicaciones.

Se utilizd una camara cromatografica de vidrio de 21,5 cm de altura y de 23 cm
X 6 cm el area de la base. La corrida cromatografica se realiz6 bajo una camara
extractora de gases en el laboratorio y se trabajé a temperatura ambiente (25-29 °C). El

tiempo de saturacion de la cadmara fue de quince minutos.

La fase movil utilizada en las corridas cromatograficas fue una mezcla de
cloroformo: metanol en proporciones 9:1. Todos los disolventes fueron quimicamente
puros. Después de la corrida, el secado de la placa se efectué a temperatura ambiente

bajo la corriente de aire de la campana.

El revelado fisico se desarrolld al someter la placa bajo la luz ultravioleta, a

longitudes de onda de 254 nm y 365 nm.

3.3.1. Resultados y discusion del analisis por CCD

Las tres muestras de propdleos objeto de estudio fueron analizadas por CCD con

el objetivo de establecer una comparacion quimica preliminar entre ellas.

Como se puede apreciar en la figura 1, el revelado fisico mediante la luz UV en
ambos casos muestra fluorescencia en un diverso nimero de manchas, lo cual sugiere
la presencia de compuestos quimicos con grupos cromoforos conjugados en sus

estructuras, a Rf entre medios y altos. La muestra PE-12 bajo ambos efectos UV, parece
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tener una mayor diversidad de este tipo de metabolitos, capaces de absorber bajo la luz

a 254 y 365 nm.

Realizando un analisis comparativo desde el punto de vista cualitativo, a simple
vista se puede apreciar que las tres muestras no presentan un perfil quimico similar, al

menos bajo las condiciones cromatograficas empleadas.

Revelado con luz UV a 365 nm Revelado con luz UV a 254 nm

Leyenda: de izquierda a derecha: muestra PE-11, PE-12 y PE-13
Figura 1. Analisis cromatografico por CCD de los extractos de las muestras de propdleos

Elaborado por: (autoras 2017).

Por tal motivo, se decide utilizar la CG-EM para identificar quienes serian los

marcadores quimicos de cada uno de los extractos de propdleo obtenidos.

3.4. Cromatografia gaseosa — espectrometria de masas

10 mg del extracto de propoleos se disolvieron en 1 mL. de etanol al 90 %. Se
tomaron 100 pL de la disolucion y se evaporaron a sequedad bajo una corriente de
nitrogeno. El  residuo se derivatiz6 con 50 pl  de  N-metil-N-

trimetilsililtrifluoruroacetamidea (MSTFA) a 100 °C por treinta minutos.
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Se utilizé un cromatografo de gases Agilent modelo GC 6890 acoplado a un
espectrometro de masas cuadrupolar HP 5973N. La inyeccion de la muestra se realizo
por el modo “split” con una relacion de 1:10, siendo la temperatura del inyector 280 °C.
Se trabajé con una temperatura inicial de 80 °C y el cromatdgrafo se programé a 60 °C
por 2 min, incrementandose hasta 310 °C con una relacion de 3 °C min™', seguido de un
proceso isotérmico de 20 min. El volumen final de inyecciéon fue de 1 pL. Los
componentes de la muestra se fraccionaron en la columna HP-5MS (30m x 0,25mm x
0,25 um). El tiempo total de corrida fue de 100 min, operando por ionizacion electronica
a 70 eV con un rango de masas de 35 - 700 uma. Como gas portador se utiliz6 helio a

un flujo de 0,8 mL/min.

Las estructuras identificadas fueron propuestas a partir de la comparacion con la
base de datos del equipo (NIST 98) y sobre la base del proceso de fragmentacion

general.

La cuantificacion relativa de los compuestos se realizé por normalizacion interna

del area bajo la curva de cada pico cromatografico.

3.5. Resultados y discusion de CG-EM

La CG/EM es una de las técnicas analiticas mas ampliamente utilizada para el
analisis quimico de mezclas complejas, como el caso de un extracto de propdleos. Dicha
técnica combina la capacidad de separacion de la cromatografia de gases, con el poder
de identificacion de la espectrometria de masas. El perfil quimico obtenido del propdleo
facilita el analisis comparativo entre diferentes muestras e incluso puede contribuir a su

control de calidad (Vassya Bankova, Bertelli, et al., 2016).
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Previo al estudio se somete la muestra a una reaccion de derivatizacion, debido a
que los metabolitos mayoritarios no son lo suficientemente volatiles para su analisis por
cromatografia de gases (Greenaway, Scaysbrook, & Whatley, 1987). Para realizar este
estudio, los extractos se trataron con MSTFA para formar los trimetilsililderivados
volatiles. Por tanto, los compuestos con grupos OH presentaran un M con 72 unidades

de masas por encima de su masa molecular, por cada grupo OH.

Los cromatogramas gaseosos correspondientes a los extractos totales de las

muestras se presentan en la figura 2.
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Figura 2. Cromatogramas gaseosos obtenidos para la muestras PE-11(A), PE-12(B), PE-13(C)
Elaborado por: (autoras 2018).

Como se puede apreciar en las muestras PE-11 (A), PE-12 (B) y PE-13 (C) se
detectaron 30, 37 y 33 picos cromatograficos, respectivamente. Las sefales
identificadas resultaron ser las de mayor intensidad, para las cuales se obtuvo el espectro

de masas por ionizacion electronica (IE).

En la tabla 9 se presentan los compuestos quimicos que pudieron ser detectados
con ayuda de la base de datos (NIST 98), asi como sus porcentajes relativos. Los
espectros de masas de todos los metabolitos identificados se pueden consultar en los

anexos de los espectros de masas.
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Tabla 9. Compuestos quimicos identificados y cuantificados en las muestras de propéleos mediante

CG/EM
Tr Compuestos quimicos PE-11 | PE-12 | PE-13

6,434 | Glicerina 1,624 9,960 | 9,128
11,267 | Acido mélico - 0,580 | 0,764
11,925 | 2,3,4-trihidroxi -1-butanol 0,438 3,210 1,237
12,713 | Acido -2,3,4-trihidroxibutirico - 0,560 | 0,487
13,929 | Acido —p-hidroxibenzoico 0,411 - -
14,958 | a-D-arabinopiranosa - 0,590 | -
16,183 | D-xilosa - - 0,288
16,667 | Xilitol - 1,050 | 0,513
18,381 | D-fructosa 1,798 5,440 | 5,823
18,539 | Isdbmero de la D-fructosa 3,665 8,650 10,570
19,467 | Azucar - 0,910 | 1,186
19,757 | 5-desoximioinositol - 1,660 | 2,682
19,864 | Lactona-2,3,5,6-tetrahidroxigalactonico - 0,970 1,056
20,050 | D-galactosa 1,876 5,050 | 3,945
20,327 | D-glucosa - 1,050 | 1,648
21,056 | Acido galico - 1,130 | 1,926
21,935 | D-glucosa (isomero) 1,148 3,480 | 2,336
22,175 | Acido gluconico - 0,650 | -
22244 | Acido hexadecanoico 2,084 0,910 | 2,367
23,103 | Desconocido - 0,460 | -
24,064 | Acido cafeico - 0,940 | -
24,498 | Desconocido - 3,620 | -
25,207 | Acido oleico (4cido 9- octadecenoico) 3,362 1,640 | 2,069
26,479 | Acido pimarico 1,163 - -
26,732 | Acido pimarico (isomero) 3,595 - -
26,889 | Acido pimarico (isomero) 2,003 - -
28,930 | Desconocido 1,825 - -
29,463 | Desconocido - - 0,752
29,479 | Desconocido 2,489 - -
30,458 | Desconocido 13,182 - 2,310
31,070 | Desconocido - - 2,026
31,096 | Acido pimérico (isdmero) 6,790 - -
31,341 | Desconocido - 0,520 | -
31,809 | Desconocido - 0,960 | -
32,238 | Desconocido - 4,220 | -
32,644 | Desconocido - 2,700 | -
32,651 | Octadecilglicerol - - 1,012
32,669 | Desconocido 2,249 - -
34,653 | Acido tetracosanoico 0,925 - -
34,968 | Desconocido - 0,730 | -
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35,332 | Eicosilglicerol 2,407 1,520 | 1,181
39,861 | Lanosterol - 2,680 | -
40,159 | Isémero de lupenona 3,403 3,670 12,197
40,347 | Desconocido 1,323 1,790 | 5,451
40,444 | Isdomero de lanosterol - 1,530 | -
40,645 | Triterpeno 0,971 - 2,602
40,791 | p-amirina - 8,060 | -
40,797 | 3-Lupenona - - 6,644
40,811 | 4,4,6a,8a,11,11,14b-Octametil- 7,458 - -
40,963 | Isomero de lanosterol 3,200 | -
41,214 | a-amirina 7,830 - 0,923
41,307 | Desconocido - - 1,970
41,316 | Desconocido - 3,150 | -
41,334 | Triperpeno (isémero del que eluye en 40,645) 2,957 - -
41,476 | Cicloartenol 1,963 8,390 | 2,302
41,812 | Acetato de f-amirina 2,092 - -
42,128 | Desconocido - 3,000 | -
42,173 | Ciclolanostano 6,375 - -
42,301 | Desconocido - - 2,724
42,309 | Acetato de a-amirina 11,052 - -
43,554 | Desconocido - - 2,639
43,740 | Desconocido 1,540 - 4,984
44,329 | Desconocido - - 2,263

Elaborado por: (autoras 2017).

Como se puede constatar, las tres muestras se caracterizaron ya que presentan,
por debajo de los 21 min., compuestos que forman parte de la composicion quimica
general de propoleos recolectados en cualquier zona geografica. Son,
fundamentalmente, compuestos polihidroxilados y azucares (V. S. Bankova et al.,

2000), (de Groot, 2013).

La presencia de polioles y de azlicares es una caracteristica tipica de los
propoéleos, independientemente de su origen geografico. Haciendo un analisis
comparativo, se puede apreciar que la muestra 11 presenta 9,81 % de dichos
compuestos, mientras que las dos restantes, 12 y 13, poseen alrededor de 39 % (39,68 y
39,33, respectivamente). Si bien es comiin la presencia de azlicares en propoleos de

diferentes localizaciones (Campo, 2007), (Qian, Khan, Watson, & Fearnley, 2008), la
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existencia de porcentajes elevados en las muestras 12 y 13 podrian sugerir la
contaminacion con la miel durante el proceso de recoleccion, producto apicola de mayor
productividad en la colmena. Debe tenerse en cuenta que la fuente del propoleo difiere
del origen de la miel. En este tltimo caso, la abeja toma el néctar de las flores, que se
compone, fundamentalmente, de azlicares con predominio de glucosa y fructosa, junto
a una mezcla compleja de otros hidratos de carbono, entre otras sustancias de caracter

minoritario (Noia et al., 2017).

Posterior a los 21 minutos y hasta los 35 min, se identificaron, fundamentalmente,
compuestos con caracteristicas acidas, éteres derivados de la glicerina, y algo muy

interesante y menos comun, que son los diterpenos.

Como coincidencia se encontro que, en las tres muestras, se detectaron los acidos
hexadecanoico, el acido oleico y el eicosilglicerol. En las muestras 12 y 13 se pudo
identificar acido galico a un tiempo de retencion de 21,056 min, mientras que en la 11
y 13, alrededor de 30,458 min., eluyd un compuesto desconocido. El resto de los

metabolitos resulté ser caracteristico de cada uno de los propoleos.

Los compuestos que eluyeron de la columna posterior a los 35 minutos y que
pudieron ser identificados por la base de datos, corresponden a metabolitos de
naturaleza triterpénica. Los triterpenos se forman biosintéticamente a partir de seis
unidades de isopreno por lo que poseen treinta atomos de carbono. El gran ntimero de
carbonos que posee hace posible que presenten una gran diversidad estructural, con
diferentes cierres de anillo, diversos agrupamientos funcionales tales como hidroxilo,
carbonilo, carboxilo y enlaces dobles asi como mas de cuarenta esqueletos diferentes
(Robbers, Speedie, & Tyler, 1996), (Dewick, 2002). Dentro de este tipo de metabolitos,
resultaron comunes a las tres muestras un isomero de la 3-lupenona, el cual eluyd
alrededor de los 40,159 min., un compuesto que no pudo ser identificado con un tiempo

de retencion de 40,347 min. y el cicloartenol que eluy6 a los 41,476 min.

40



La base de datos, como se puede apreciar en la tabla 11 no permitié sugerir la
estructura de veinte compuestos quimicos de intensidad apreciable. Debe tenerse en
consideracion que la técnica cromatografica utilizada sugiere, fundamentalmente,
masas moleculares y patrones de fragmentacion caracteristicos. Para lograr una
elucidacion estructural exhaustiva, lo ideal seria realizar un proceso de purificacion
mediante columna y, posteriormente, el empleo de métodos de caracterizacion comopor

ejemplo, la resonancia magnética nuclear (RMN) para los compuestos aislados.

La presencia de fenoles simples como el acido-p-hidroxibenzoico, el 4cido galico
y el 4acido cafeico ha sido informada con anterioridad en muestras de propodleos
(Greenaway, Scaysbrook, & Whatley, 1990), (Velikova, Bankova, Marcucci,
Tsvetkova, & Kujumgiev, 2000), (Jeong, Bae, Lee, & Shim, 2003), (José M Sforcin et
al., 2005), (Sahinler & Kaftanoglu, 2005), (Paula, Estevinho, & Dias, 2017).

Como se puede apreciar en la tabla 10, las sefiales correspondientes a los iones,
fragmentos obtenidos para cada uno de los compuestos, se corresponde con lo
informado por la literatura (K. Zhang & Zuo, 2004), (Plessi, Bertelli, & Miglietta, 2006),
(Proestos & Komaitis, 2013).
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Tabla 10. Estructura de los fenoles simples identificados e interpretacion de los fragmentos
fundamentales obtenidos

Tr (min.) Compuesto m/z / [M]* o ion fragmento

13,929 H 282/ [M]"
5 267 /[M - CH3]*
193 /[M -TMSO]*
acido-p-hidroxibenzoico H 105 / [M ~TMSO-Si(CH3)4]"
O.__OH
OH
OH

21,056 458/ [M]"
443 / [M - CHs]"
369 / [M -TMSO]*

281/ [M —~TMSO-Si(CHs)s]*

HO
acido galico
24,054 4cido cafeico 396/ [M]"
~__COOH | 381 /M - CHs]*
OH/QN 307/ [M -TMSO]*
OH

219 / [M ~TMSO-Si(CHs)s]*

Elaborado por: (autoras 2017).

De igual manera, los 4cidos grasos como el hexadecanoico (acido palmitico,
C16:0), el 9-octadecenoico (acido oleico C18:1), y el tetracosanoico (acido lignocérico
C24:0) también han sido identificados en muestras de propdleos de diferentes origenes
geograficos (Markham, Mitchell, Wilkins, Daldy, & Lu, 1996), (Greenaway et al.,
1990), (Sahinler & Kaftanoglu, 2005).

Estudios quimicos realizados en muestras de propoleos de diferentes
localizaciones han mostrado la existencia de acidos grasos como el acido caproico,
laurico, miristico, palmitico, palmitoleico, estearico, araquidénico, oleico, linoleico, a-
linoleico, 9-octadecanoico, eicosenoico y el acido behénico, entre otros, logicamente en
variadas proporciones (Silici & Kutluca, 2005), (Christov et al., 2006), (Tamfu et al.,
2016), (Al-Ghamdi et al., 2016), (Rebiai et al., 2017).
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Las sefiales que caracterizaron los espectros de masas de los acidos grasos se
muestran en la tabla 11 y, de igual forma, estuvieron en total correspondencia con lo

reportado en la literatura (Proestos & Komaitis, 2013).

Tabla 11. Estructura de los acidos grasos identificados e interpretacion de los fragmentos fundamentales
obtenidos

Tr Compuesto m/z / [M]* o ion fragmento
(min.)

328/ [M]*
- . 313/ [M—CH;]*
Acido h
22,244 (,Clijo e’l‘;‘izzﬂ(g‘;z 0 145 / [CH-CH,-COOSi(CH3)s]*
acidopa ’ ' 132 / Reordenamiento de McLafferty
117/ [M-COOSi(CH3)s]*
354 /[M]"
- . 339 /[M—-CH;]*
25,207 gzlijz il‘e’fctidgiznf)wo 145 / [CHy-CH,-COOSi(CHs)s]*

’ 132 / Reordenamiento de McLafferty
117 / [M-COOSi(CH3)s]*
440 / [M]*
- . 425 / [M—CHs]*
A
34,653 (,Cflo tlftfco,sin‘“g’z +0) 145 / [CH,-CH-COOSi(CHs)s]*
acido lignocerico ' 132 / Reordenamiento de McLafferty
117 / [M-COOSi(CH3)s]*

Elaborado por: (autoras 2017).

La comparacion con la base de datos sugiri6 la estructura de dos éteres de
glicerilo, identificados como el éter octadecilglicerol y su homélogo superior de veinte
atomos de carbono (Benveniste, Mangold, & Paltauf, 1983), describieron la
fragmentacion por ionizacion electronica que sufren los 1-O-alquil-2,3-di-OTMS

gliceroles, donde se plantea que el ion M" casi no se aprecia.

Los espectros de masas muestran la presencia de iones provocados por pérdidas
de 15, 90, 103 y 147 Da (para los derivados con 16 — 18 atomos de carbono,
fundamentalmente). El pico base del espectro de estos compuestos es m/z 205 y se

aprecian iones que derivan de ese fragmento.
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La identificacion que se desarrollé para ambos compuestos; se resume en la tabla

12.
Tabla 12. Interpretacion del espectro correspondiente a los éteres de glicerilo identificados
Tr Estructura del compuesto [M]* o ion fragmento
(min.) m/z
OH 488 M*
J& 473 | [M-15]
HO 0 398 | [M-90]" (-OH, -TMS)
385 | [M-103]* (-CH,-OTMS)
Octadecilglicerol 341 [M-147] ' (TMSO-CH,-
CH(OH)-CH,)
32,651 205 | [TMSO-CH,-CH-OTMS]*
147 | [TMSO-CH,-CH(OH)-CH,]*
133
130
117
OH 516 | M*
j» 501 | [M-15] (-CHs)
HO 0 426 | [M-90]" (-OH, -TMS)
369 | [M-147] *  (TMSO-CH»-
Eicosilgliserol CH(OH)-CH,)
35,332 205 | [TMSO-CH,-CH-OTMS]*
147 | [TMSO-CH,-CH(OH)-CH,] *
133
130
117

Elaborado por: (autoras 2017).
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La presencia de éteres de glicerilo ha sido referida en muestras de propoleos. Dos
ejemplos recientes lo constituyen los reportes realizados en muestras de propdleos de
Camerun y Argelia, donde se encontraron monogliceril éteres al igual que en este

estudio (Talla et al., 2017), (Soltani et al., 2017).

Los picos cromatograficos con tiempo de retencion en 26,47; 26,73; 26,88 y
31,09 min. (muestra PE-11) mostraron espectros de masas muy similares, caracterizados
por un pico base a m/z 73 y un ion molecular a m/z 374. Las principales diferencias
detectadas estuvieron relacionadas con la intensidad de algunos iones fragmentos. El
pico cromatografico en 26,47 min. fue relacionado, por la base de datos, con el acido
pimarico. Este y otros 4cidos diterpénicos isomeros que poseen nucleos del pimarano,
isopimarano y abietano poseen una masa molecular de 302 Da. Al tener en cuenta que
los extractos de propdleos fueron derivatizados con MSTFA previo al andlisis por
CG/EM, se justifica la diferencia de 72 Da entre la masa observada en este estudio y la

masa de los diterpernos sin derivatizar.

Los picos asociados con los diterpenos mostraron un porcentaje combinado
superior al 12 %, por lo que se considerd oportuno discutir sus espectros de masas para

confirmar la propuesta realizada por la base de datos del equipo.

Los estudios relacionados con el comportamiento de los diterpenos en
espectrometria de masas, empleando la ionizacién electronica como modo de
ionizacion, fueron desarrollados entre 1965 y 1975, fundamentalmente (C R Enzell &
Wabhlberg, 1969), (Chang, Mead, & Zinkel, 1971), (Curt R Enzell, Wahlberg, &

Gunnarsson, 1974).

En el caso particular de los acidos diterpénicos, los estudios fueron realizados con

los metil ésteres y no con los trimetil silil derivados obtenidos en este trabajo. Sin
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embargo, se realizara la discusion teniendo en cuenta la literatura disponible y la

diferencia estructural mencionada.

Los espectros de masas de los cuatro compuestos mostraron que la fragmentacion
principal ocurre por la pérdida del grupo trimetilsilil, ya que, en todos los casos, el ion
fragmento de mayor intensidad se aprecia a m/z 73. Resulta evidente que este
comportamiento no puede ser apreciado en los metil ésteres reportados en la literatura
y, por lo tanto, no existira coincidencia, respecto al pico base, entre los derivados
detectados en este estudio y los derivados empleados en los estudios previos de

fragmentacion.

Los nucleos de diterpenos triciclicos derivados del pimarano, isopimarano y
abietano han sido detectados con anterioridad en propodleos y, por ello, el analisis
estructural se centrara en ellos. Para que estos nucleos triciclicos originen un ion
molecular en m/z 374, ademas del grupo carboxilo, deben contener dos enlaces dobles
entre atomos de carbono (Fig. 3). Se conoce que la posicion de estos enlaces dobles en
la estructura triciclica influye en el modo de fragmentacion de dichos compuestos (C R

Enzell & Wahlberg, 1969), (Chang et al., 1971), (Curt R Enzell et al., 1974).

16 Qfgj/ gj(?*

PIMARANO ISOPIMARANO ABIETANO

Figura 3. Estructura y nomenclatura de tres nticleos de diterpenos reportados en propdleos

Elaborado por: (autoras 2017).
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(Chang et al., 1971) establecieron que el patron de fragmentacion en
espectrometria de masas de 8(14),15-pimaradienoatos, 8(14),15-isopimaradienoatos y
los correspondientes 8(14)-monoenoatos es similar. Como una de las posibles
fragmentaciones, se sugirid la ruptura del enlace alilico C9-C10, seguido de un
reordenamiento de Mc Lafferty y por ultimo la pérdida del grupo carboximetil, para dar

origen al ion fragmento m/z 121 (Fig. 4).

+.

+
-‘HCOOR

m/z 121

R= CHj 0 (SiCHj),
Ry= CH, R,= CH=CH,

Figura 4. Mecanismo de fragmentacion propuesto por (Chang et al., 1971) para derivados de
pimaradienoatos, isopimaradienoatos y sus 8(14)-monoenoatos

Elaborado por: (Chang et al., 1971).

El ion fragmento m/z 121, asociado a la pérdida del metanoato que sustituye la posicion
4 del nucleo, estd demostrada para los metil ésteres. En el caso de ocurrir en los
trimetilsilil derivados conduciria al mismo ion fragmento. En los espectros de masas de
los cuatro compuestos, se aprecid este fragmento y su intensidad fue mayor para el
compuesto con tiempo de retencion 26,73 min. Varios diterpenos acidos con masa
molecular 302 Da (374 Da como trimetilsilil derivados) poseen un A*!* y, por tal
motivo, podria originar el ion fragmento m/z 121. Estos isémeros difieren en la
estereoquimica del C-13 o en la fusion de anillos B/C (cis o trans), y dan lugar a varios
estereoisomeros entre los que se pueden citar los acidos: pimadrico, isopimarico,
neoabietico y levopimarico. Asimismo, otros diterpenos comunes como el acido

abiético y el palustrico presentan la misma masa de los compuestos antes mencionados.
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El espectro de masas del compuesto con tiempo de retencion 26,73 min. (Anexo
1), donde se observaron con mayor intensidad algunas sefales, fue escogido para
justificar otros iones fragmentos que evidencian la naturaleza diterpénica de los
compuestos analizados. El ion fragmento m/z 359 fue relacionado con la pérdida de un
grupo metilo, lo cual es consistente con las estructuras propuestas. Asimismo, el pico
en m/z 257 difiere en 117 Da respecto al ion molecular (m/z 374) y puede asociarse con
la pérdida del residuo del éster trimetil silil (-COOSi(CH3)3); lo que corrobora la
presencia de un grupo carboxilo en el compuesto sin derivatizar. Esta tultima
fragmentacion es similar a la pérdida del grupo COOCH; de los metil ésteres
informados con anterioridad (Chang et al., 1971). La sefial en m/z 241 difiere en 118
Da respecto al ion fragmento m/z 359, sugiriendo la pérdida del grupo HCOOSi(CH3)s.
De esta forma, se confirma la presencia de un grupo carboxilo y el resultado también es
congruente con la pérdida del grupo HCOOCHj  observada en los metil ésteres de acidos

diterpénicos (Chang et al., 1971).

Las afirmaciones anteriores indican que, en la muestra de propdleos PE-11, se
presentan varios acidos diterpénicos, ya que los espectros de masas son consistentes con
las propuestas realizadas. Sin embargo, realizar una asignacion inequivoca para los
picos cromatograficos con tiempo de retencion en 26,47; 26,73; 26,88 y 31,09 min
resulta arriesgado; ya que muchos de estos compuestos son estereoisomeros y no fue
posible comparar los espectros de masas obtenidos con los espectros de sustancias de

referencia.

Algunos grupos de investigadores han informado la presencia de diterpenos en
propoéleos de diferentes origenes geograficos. Inicialmente (V Bankova et al., 1996),
reportaron la presencia de estos compuestos en muestras de propoleos procedentes de

Brasil, lo que hizo relacionar la presencia de diterpenos con los propoleos tropicales.
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Sin embargo, dos grupos de investigadores aislaron y caracterizaron
estructuralmente diterpenos en muestras de propoleos procedentes de Europa, en
particular de Grecia y Sicilia (Vassya Bankova, Popova, Bogdanov, & Sabatini, 2002),
(Melliou & Chinou, 2004). Estos compuestos ocasionalmente han sido detectados en

propoleos colectados en Turquia y Algeria.

Los diterpenos como los acidos pimarico, isopimarico, abiético, entre otros,
parecen ser constituyentes caracteristicos de algunas muestras de propoleos del
Mediterraneo, europeo y africano. Se ha propuesto que la fuente vegetal que origina
dicha composicién quimica son arboles de coniferas pertenecientes a Cupressaceae y
Pinaceae, dos familias de plantas con amplia distribucion en la zona Mediterraneo (T.
Zhang et al., 2014), (Kalogeropoulos et al., 2009), (Melliou & Chinou, 2004), (Milena
P Popova, Chinou, Marekov, & Bankova, 2009), (Milena Petkova Popova et al., 2010),
(M. Popova et al., 2011), (M. Popova et al., 2012).

(Graikou, Popova, Gortzi, Bankova, & Chinou, 2016) analizaron la composicion
quimica de 32 muestras de propdleos recolectadas en zonas del Mediterraneo
incluyendo Grecia, Chipre, Croacia y Argelia; a través de un estudio de cromatografia
gaseosa acoplada a masas. En la mayoria de las muestras se detectaron diterpenos cuyos
valores de abundancia relativa estuvieron entre 0,7 y 80,4 % de la corriente ionica total,
siendo las muestras procedentes de diferentes islas griegas las que mayor porcentaje
mostraron. Los diterpenos identificados en ese estudio fueron: acido isocupressico,

acido pimarico, agathadiol, totarol y el a&cido communico.

A partir de los 39 min, se detectaron triterpenos tetraciclicos tipo lanostano y
pentaciclicos derivados de lupano, oleanano y ursano. Se identificaron al lanosterol, la
B-amirina y su acetato, la 3-lupenona, el cicloartenol y la a-amirina y su acetato. Otros
triterpenos fueron detectados pero no pudieron ser identificados partir de esta técnica,

lo cual resulta 16gico tomando en consideracion las limitantes de este procedimiento y
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la complejidad estructural de estos metabolitos, algo que ya fue explicado con

anterioridad.

El lanosterol y el cicloartenol son triterpenos derivados del lanostano. Las
rupturas fundamentales que presentan se encuentran relacionadas con la pérdida de la
cadena lateral de la posicion 17, la pérdida del sustituyente sobre la posicion 3 y
fragmentaciones que involucraron pérdidas de CH3 y CsHs. En el caso de presentar el
anillo de ciclopropano entre las posiciones 9 y 19, se observan sefiales relacionadas con
la pérdida de este (Audier, Beugelmans, & Das, 1966), (Fernandes-Ferreira, Novais,

Salome, & Pais, 1990).

La B-amirina y su acetato se clasifican como oleananos A'? insaturados y la a-
amirina y su acetato como ursanos A'? insaturados. El patréon de fragmentacion
caracteristico de este tipo de compuestos se describe mediante una reaccion rDA sobre
el anillo C, para dar el fragmento que permite definir las sustituciones sobre los anillos
Dy E. Al restar de la masa molecular la masa de este fragmento se pueden determinar
los sustituyentes que se encuentran sobre los anillos A y B. Otras rupturas menos
probables tienen lugar para dar fragmentos de menor intensidad (Budzikiewicz, Wilson,
& Dijerassi, 1963). El espectro de masas de estos dos nucleos muestra solo una
diferencia, relacionada con las intensidades relativas que presentaron los fragmentos
m/z 203 y 189. El primero de ellos fue mas intenso que el segundo para la f-amirina, y
para la a-amirina el comportamiento fue contrario, coincidiendo con lo que se reporta

en la literatura (Karliner & Djerassi, 1966).

La 3-lupenona es un triterpeno pentaciclico derivado del lupano. El espectro de
masas de esta serie se caracteriza por presentar como fragmentos mas abundantes
aquellos productos de la ruptura del anillo C. Se observaron, ademas, los fragmentos
correspondientes a las pérdidas de metilo e isopropilo. Esta ultima es caracteristica de

este tipo de nucleo (Budzikiewicz et al., 1963), (Heinzen et al., 1996).
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La tabla 13 muestra, de manera resumida, la interpretacion de los principales

fragmentos obtenidos para los triterpenos identificados.

Tabla 13. Interpretacion de los principales fragmentos obtenidos para los triterpenos identificados

Iones

T

.r Estructura del triterpeno fragmento Interpretacion
(min)

m/z
498 M*
483 [M-15]" (-CHz3)

39,86

1 - _ _ + .

5 303 [M-15,-90]" (-CH3;
OTMS)
Lanosterol
498 M*
279 (CHL 30
218 = ‘

40,79

1

(CHL,3
B-amirina 203 /\[
189 xf@ |
A
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133 ’j@’

424 M
409 [M-15]* (-CHs)
381 [M -43]* (-CH(CHs),)

40,79 J\ T 7 W

AN m'z218
\ P
7 ]’ <_ -
o” ,_JJ
3-Lupenona 204

m/z 204

L

189 j&

m/z 189

Elaborado por: (autoras 2017).
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Tabla 14. Interpretacion de los principales fragmentos obtenidos para los triterpenos identificados

Tr Estructura del triterpeno Iones Interpretacion
(min) fragmento
m/z
498 M*
s
279
(CHD: 30
218 /
41214 3
203
(3 /IB?
o-amirina :
189 - g
P
ey, Gy
498 M*
408 [M -90]" (- OTMS)
- - + - ® -
193 [M-15,-90]" (-CH3;
OTMS)
365 408- 43, (-CsHy)
339
41,476
286
Cicloartenol
175
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468 M*

41,812
8 218,203, 189, La misma dada para la B-
133 amirina
468 M*
42,309

La misma dada para la o -

203, 189, 133 .
amirina

Acetato de o-amirina

Elaborado por: (autoras 2017).

Los triterpenos poseen una amplia distribucion en especies vegetales de
diferentes familias, que a su vez crecen en los mas diversos origenes geograficos. Por
tal motivo, la presencia de triterpenos es muy comun en muestras de propéleos e incluso
llegan a ser los constituyentes mayoritarios de las mismas. En Cuba se identificé un tipo
de propodleos donde los triterpenos, tanto como alcoholes como acetatos, constituyen los
compuestos principales (Marquez Hernandez et al., 2010). En diferentes paises de
practicamente todos los continentes se han reportado triterpenos ya sea como
constituyentes minoritarios o mayoritarios. Las diferencias fundamentales, asociadas al
origen geografico, parecen estar mas relacionadas con el tipo particular de triterpenos;
sin embargo, algunos triterpenos como la amirina y el lupeol se encuentran ampliamente
representados en propoleos (V. S. Bankova et al., 2000), (de Groot, 2013), (Y. K. Park
et al., 2002).

La presencia de acidos diterpénicos en muestras de propoleos del Ecuador sugiere
que especies de coniferas, de manera similar a como ocurre en algunos paises con costas
en el Mediterraneo, podrian constituir la fuente vegetal que visitan las abejas para la
produccion de propoleos. Este resultado apunta hacia la variabilidad que, en cuanto a

composicion quimica, pueden mostrar los propoleos nacionales. En un estudio realizado
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con propdleos ecuatorianos procedentes de Cotacachi, Quito y Guayaquil, se determin6
la presencia de flavonoides y triterpenos como componentes principales de dichas
muestras (Cuesta-Rubio et al., 2017). Es decir, hasta el momento se han identificado
tres familias de metabolitos secundarios como componentes principales de muestras de
propodleos ecuatorianos. Al tener en cuenta la amplia variedad de flora que presenta
nuestro pais, se puede inferir la posibilidad de que se detecten otros componentes

principales en muestras procedentes de diferentes origenes geograficos.

Existen estudios realizados con extractos naturales, cuyos marcadores quimicos
pertenecen a la familia de los compuestos fendlicos, donde se ha demostrado actividad
antimicrobiana. Por ejemplo, en la especie Lawsonia inermis, la presencia de acido
galico justifica su actividad contra Streptococcus aureus. Estudios en extractos de
Thymus vulgaris, por su concentracion en acido cafeico, timol y taninos, han
demostrado poseer actividad antiviral, antibacterial y antimicética. De manera similar,
se identificaron metabolitos derivados del acido cafeico en Artemisia dracunculus, los
que propician la actividad antiviral y antihelmintica de la especie (MARQUEZ,
Galeano, & Martinez, 2003).

Son multiples los estudios que relacionan el contenido de compuestos fendlicos
con la actividad antimicrobiana del propoéleo. Marcadores quimicos de este producto
apicola como el acido ferulico y el acido cafeico, contribuyen a la accion bactericida del
propoleo (Teixeira, Negri, Salatino, Stringheta, & others, 2010), (José Mauricio Sforcin
& Bankova, 2011), (Cardinault, Cayeux, & du Sert, 2012), (L. de L. de Oliveira et al.,
2014).

De igual manera los acidos grasos como el hexadecanoico (acido palmitico,

C16:0), el 9-octadecenoico (acido oleico C18:1), y el tetracosanoico (acido lignocérico

C24:0) también han sido identificados en muestras de propoleos de diferentes origenes
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geograficos (Greenaway et al., 1990), (Markham et al., 1996), (Sahinler & Kaftanoglu,
2005).

Estudios quimicos realizados en muestras de propoleos de diferentes
localizaciones han mostrado la existencia de acidos grasos como el acido caproico,
laurico, miristico, palmitico, palmitoleico, estearico, araquidonico, oleico, linoleico, a-
linoleico, 9-octadecanoico, eicosenoico y el acido behénico, entre otros, l6gicamente en
variadas proporciones (Al-Ghamdi et al., 2016), (Christov et al., 2006), (Rebiai et al.,
2017), (Silici & Kutluca, 2005), (Tamfu et al., 2016).

Segun (Sati, Sati, Sati, & Sati, 2017), luego de un andlisis por CG/EM de
extractos de los frutos del Quercus leucotrichophora (roble blanco) se demostrd la
presencia de gran cantidad de acidos grasos saturados e insaturados. Dichos extractos
demostraron actividad antibacteriana contra bacterias Grampositivas y en menor medida

bacterias Gramnegativas.

Varios diterpenos con el nucleo pimarano, aislados de Viguiera arenaria Baker,
mostraron valores de concentraciones minimas inhibitorias de 2 a 8 pg'mL."! frente a los
principales agentes de caries dentales: Streptococcus salivarius, S. sobrinus, S. mutans,
S. mitis, S. sanguinis and Lactobacillus casei (Porto et al., 2009). Por otra parte, 5
diterpenos aislados de propdleos de Creta mostraron un amplio espectro de actividad

antimicrobiana frente a bacterias y hongos (Milena, Popova et al., 2009).

Los dos ejemplos anteriores sugieren que los diterpenos pueden contribuir a la

actividad antimicrobiana de las muestras de propoleos que los contengan.
La actividad antimicrobiana no es lo que mas se destaca dentro de la familia de los

triterpenos. (Madureira et al., 2003) demostrd una fuerte actividad inhibitoria contra los

virus de herpes simplex 1 y 2 para la lupenona y (Katerere, Gray, Nash, & Waigh, 2003)
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encontraron que el acido imberbico (triterpeno tipo oleanano) presentaba una fuerte

actividad antibacteriana contra Bacterium fortuitum y Staphylococcus aureus.

Otros autores demostraron el efecto sinérgico de triterpenos pentaciclicos frente
a Staphylococcus aureus resistentes a antibidticos, el efecto débil de la f-amirina contra
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Stretoccocus faecalis, Neisseria gonorrehea,
Pseudomonas aeruginosa and Candida albicans y el efecto antimicrobiano de las
amirinas contra la bacteria Gram negativa Pseudomonas syringae (Chung, Navaratnam,
& Chung, 2011), (Hernandez-Vazquez, Palazon, & Navarro-Ocafia, 2012),
(Mallavadhani, Mahapatra, Jamil, & Reddy, 2004).

(Wolska, Grudniak, Fiecek, Kraczkiewicz-Dowjat, & Kurek, 2010) demostré que
el acido oleanico, el ursonico y sus derivados eran activos frente a varias especies de

bacterias Gram positivas incluidas microbacterias.

Como puede apreciarse en las tres muestras de propoleos, no existe un metabolito
que pudiera considerarse el mayoritario en sentido absoluto, por lo que los beneficios
terapéuticos o efectos biologicos de estas son adjudicados a la mezcla de todos los
compuestos quimicos anteriormente caracterizados por CG-EM. Precisamente, el valor
o la mayor bondad que ofrecen los extractos naturales es, precisamente, que la
combinacion de diversos metabolitos activos hace al extracto un fitoterapéutico de
mayor eficacia que algunos de sus fitoconstituyentes por individual. La mezcla de varios
metabolitos activos puede ejercer un efecto sinérgico que hace del extracto un producto

de mayor potencia que algunos de los fitoconstituyentes por individual.

Adicionalmente, pudiera ser mas asimilable por el organismo y provocar menores

efectos adversos.
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Existe actualmente, una tendencia a la preferencia de productos cosméticos de
origen natural y estd dado precisamente por las ventajas que los mismos ofrecen, por
ser mezclas activas de composicion analoga a los productos del metabolismo humano,
por lo que suelen ser menos irritantes, mejor absorbidas y poseen menor cantidad de

efectos secundarios.

3.6. Determinacion de la CMI de las muestras de estudio frente a diferentes

cepas bacterianas mediante la técnica de microplacas

Se utilizaron cuatro cepas de bacterias: Pseudomonas aeruginosa ATCC15442,
Staphylococcus aureus ATCC 12600, Escherichia coli ATCC 10536,

Propionibacterium acnes para el desarrollo de metodologia.

3.6.1. Inoculo bacteriano

Se empled una cepa por cada bacteria de estudio, sembrada el dia anterior a 37
°C en medio de cultivo especifico para su crecimiento. Posteriormente, se esterilizaron
tubos de ensayo con medio liquido agua de peptona por caja bacteriana. Finalmente, se
prepard el inoculo bacteriano tomando una parte del cultivo hasta ajustar la turbidez de
la suspension de ensayo al estandar de McFarland 0,5, correspondiente a

aproximadamente 1,5 x 10® CFU/mL.
3.6.2. Control positivo

Para llevar a cabo la técnica, se emplearon controles positivos para cada uno de
los microorganismos de estudio; siendo estos: Amikacina 500 mg (Pseudomonas

aeruginosa), Ciprofloxacino 200 mg (Staphylococcus aureus), ciprofloxacino 200 mg

(Escherichia coli) y Clindamicina 600 mg (Propionibacterium acnes).
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3.6.3. Microdilucion

Siguiendo la metodologia descrita por (Navarro-Navarro et al., 2012) en las
microplacas de 96 pocillos se colocé en las primeras seis columnas el inéculo bacteriano
con los propodleos P11 y P12, y en los tres pocillos siguientes el antibidtico respectivo;
en los tres restantes, se afiadio solo el inoculo bacteriano. Cabe mencionar que, para
P13, se lo realizdo en una nueva microplaca siguiendo las mismas pautas que las
anteriores. Es necesario recalcar que todo el procedimiento se lo realizopor triplicado

con la finalidad de obtener datos mas precisos.

Referente a las concentraciones de las tres muestras de propoleos e indculos
bacterianos, se implementd el método de doble dilucion, iniciando con una
concentracion de propoleos al 25 % (30mg/mL.) en la fila A y terminando con una
concentracion del 0, 2 % (0,23mg/mL.) en la fila H, como se describe a continuacién

en la tabla 15:

Tabla 15. Tratamientos dados en la microplaca

FILA METODO DOBLE DILUCION

F1, F2, F3- P-11 30 mg/mL., 15 mg/mL., 7,5 mg/mL., 3,75 mg/mL., 1,88
mg/mL., 0,94 mg/mL. 0,47 mg/mL. 0,23 mg/mL.

F4, F5, F6- P12 30 mg/mL., 15 mg/mL., 7, 5 mg/mL., 3,75 mg/mL., 1, 88
mg/mL., 0,94 mg/mL. 0,47 mg/mL. 0,23 mg/mL.

F1, F2,F3 - P-13 30 mg/mL., 15 mg/mL., 7,5 mg/mL., 3, 75 mg/mL., 1,88
mg/mL., 0,94 mg/mL. 0,47 mg/mL. 0,23 mg/mL.

F7, F8, F9 Control positivo (antibiotico)

F10, F11,F12 Control negativo (in6culo bacteriano)

Elaborado por: (autoras 2017).
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Alcanzado el tiempo de incubacion, se procedié a leer las microplacas en el
equipo lector de microplacas marca MRC, empleando una longitud de onda de 450 y

630 nm.

3.6.4. Resultados y discusion

Para establecer la concentracion minima inhibitoria de los extractos de propdleos
frente a las diferentes bacterias Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli y Propionibacterium acnes, se obtuvo un promedio por cada
tratamiento, considerando que la metodologia se realizdo por triplicado; dichos
resultados se detallan a continuacion en la tabla 16 y para determinar si existe una
significancia estadistica de la actividad antibacteriana de las tres muestras de propoleos
de diferentes concentraciones frente a las bacterias de estudio, se realizd6 un DCA,

Anova y diagrama de cajas a través el programa estadistico MINITAB 17.

Tabla 16. Valores de la concentracion minima bactericida obtenidos al evaluar las tres réplicas los
extractos etandlicos obtenidos de los diferentes propoleos sobre E. coli, P. ances, P. aeruginosa y S.
aureus

Concentracion minima inhibitoria ( mg/mL.)

E. coli P. aeruginosa P. acnes  S. aureus
PE-11 3,75 3,75 1,88 3,75
PE-12 1,88 1,88 1,88 1,88
PE-13 1,88 3,75 3,75 7,5

Elaborado por: (autoras 2017).
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Para determinar la concentracion minima se grafican las diferentes concentraciones
de los propoleos 11, 12 y 13 con las lecturas obtenidas en el espectrofotometro medida

a 630 y 450 nm.

En el caso de Propionibacterium acnes se puede apreciar el siguiente

comportamiento:

Grafica de probabilidad

Propionibacterium acnes

99

Media 1489
Desv.Est. 0,8241
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o
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Figura 5. Grafica de Normalidad, tiempo 0/ 24 h. P. acnes
Elaborado por: (autoras 2017).

En la figura 5, se puede demostrar que el valor p>0,100 obtenido en el tiempo 0 y
a las 24 h mediante la prueba de Ryan-Joiner, es mayor al valor de significancia de 0,05;
estableciendo que todos los datos se encuentran dentro del rango del supuesto de

normalidad, lo que nos permite ejecutar el Disefio Completamente al Azar (DCA).
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Tabla 17. DCA de PE-11, PE-12 y PE-13 frente a P. acnes; tiempo 0 y 24 h

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 7 18,45 2,6352 7,82 0,001
Error 40 13,48 0,3369

Total 47 31,92

Elaborado por: (autoras 2017).

Enlatabla 17, se observa los resultados obtenidos del analisis de varianza del DCA,
en donde el valor p 0,001 es menor al valor de significancia 0,05; razon por la cual se
establece que los propoleos PE-11, PE-12 y PE-13 poseen propiedades antibacterianas

contra P. acnes.

Grafica de caja de P. acnes
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Figura 6. Diagrama de cajas; CMI de P. acnes

Elaborado por: (autoras 2017).
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En la figura 6, se puede establecer que en los tratamientos PE-11-T0 y PE-11T24h
cuyas medias son 2,07 y 1,36 presentan una variacion entre sus medias, estableciendo
que la CMI para el PE-11 es 1,88 mg/mL.. De igual manera, podemos expresar que,
para los tratamientos PE-12-T0 y PE-12-T24 h, existe variacion en sus medias de 2, 21
y 2,14, siendo la CMI para PE-12 de 1,88 mg/mL.. Para PE-13-T0O y PE-13 T24 h las
medias son 1,62 y 2,17, sefialando que la CMI para PE-13 es de 3,75 mg/mL., tomando
en consideracion que para PE-13-T24 h el nivel de absorbancia aument6; pudiendo
concluir que el PE-11 y PE-12 presenta mayor actividad de inhibicion frente al P. acnes,

pero no existe una diferencia significativa entre los tres tipos de propdleos.

En el caso de Escherichia coli podemos observar el siguiente comportamiento:

Grafica de probabilidad
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Figura 7. Grafica de Normalidad, tiempo 0/ 24 h. E. coli

Elaborado por: (autoras 2017).

En la figura 7, se puede demostrar que el valor p 0,069 obtenido en el tiempo 0 y a

las 24 h mediante la prueba de Ryan-Joiner, es mayor al valor de significancia de 0,05;
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estableciendo que todos los datos se encuentran dentro del rango del supuesto de

normalidad, lo que nos permite ejecutar el Disefio Completamente al Azar (DCA).

Tabla 18. DCA de PE-11, PE-12 y PE-13 frente a E. coli; tiempo 0/ 24 h

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 6 9,857 1,8961 6,72 0,048
Error 41 13,48 0,3369

Total 47 29,92

Elaborado por: (autoras 2017).

En Ia tabla 18, se observa los resultados obtenidos del Analisis de Varianza del
DCA, en donde el valor p 0,048 es menor al valor de significancia 0,05; razén por la
cual se establece que los propoleos PE-11, PE-12 y PE-13 poseen propiedades

antibacterianas contra E. coli.

Grafica de caja de E. coli
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Figura 8. Diagrama de cajas; CMI de E. coli

Elaborado por: (autoras 2017).
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En la figura 8, se puede observar que, para los tratamientos PE-11-T0 y PE-11T24
h, cuyas medias son 2,19 y 2,13, presentan una variacion entre sus medias, estableciendo
que la CMI para el PE-11 es 3,75 mg/mL.. De igual manera, podemos expresar que,
para los tratamientos PE-12-TO y PE-12-T24 h, existe variacion en sus medias de 2,31
y 2,37, siendo la CMI para PE-12 de 1,88 mg/mL.. Para PE-13-TO y PE-13T24 h las
medias son 2,20 y 2,13, sefialando que la CMI para PE-13 es de 1,88 mg/mL., tomando
en consideracion que PE-12 y PE-13 presentan mayor actividad de inhibicion frente al
E. coli.

e Pseudomona aeruginosa
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Figura 9. Grafica de normalidad tiempo 0/ 24 h. P. aeruginosa

Elaborado por: (autoras 2017).

En la figura 9, se puede demostrar que el valor p>0,100 obtenido en el tiempo 0 y
a las 24 h mediante la prueba de Ryan-Joiner, es mayor al valor de significancia de 0,05;
estableciendo que todos los datos se encuentran dentro del rango del supuesto de

normalidad, lo que nos permite ejecutar el Disefio Completamente al Azar (DCA).

65



Tabla 19. DCA de PE-11, PE-12 y PE-13 frente a P. aeruginosa; tiempo 0/ 24 h

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 6 2,694 0,5389 0,63 0,002
Error 41 36,206 0,8620

Total 47 18,902

Elaborado por: (autoras 2017).

En la tabla 19, se observan los resultados obtenidos del Analisis de Varianza del
DCA, en donde el valor p 0,002 es menor al valor de significancia 0,05; razén por la
cual se establece que los propoleos PE-11, PE-12 y PE-13 poseen propiedades

antibacterianas contra P. aeruginosa.

Gréfica de caja de P. aeruginosa
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Tratamientos

Figura 10. Diagrama de cajas; CMI de P. aeruginosa

Elaborado por: (autoras 2017).
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En la figura 10, se puede observar que, para los tratamientos PE-11-T0 y PE-11T24
h, cuyas medias son 1,75y 1,85, presentan una variacion entre sus medias, estableciendo
que la CMI para el PE-11 es 3,75 mg/mL. De igual manera, podemos expresar que,
para los tratamientos PE-12-T0 y PE-12-T24 h, existe variacion en sus medias de 2,25
y 2,16, siendo la CMI para PE-12 de 1,88 mg/mL. Para PE-13-TO y PE-13T24 h, las
medias son 1,66 y 1,63, sefialando que la CMI para PE-13 es de 3,75 mg/mL., tomando
en consideracion que PE-13 presenta mayor actividad de inhibicion frente al P.
aeruginosa.

e Staphylococcus aureus

Grafica de probabilidad
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99
Media 1,708
Desv.Est. 0,3336
95 N 48
RJ 0974
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Valorp >0,100

80
70
60
50
40
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20

Porcentaje

Tratamientos

Figura 11. Grafica de normalidad, tiempo 0/ 24 h. S. aureus

Elaborado por: (autoras 2017).

En la figura 11, se puede demostrar que el valor p> 0,100 obtenido en el tiempo 0
y a las 24 h mediante la prueba de Ryan-Joiner, es mayor al valor de significancia de
0,05; estableciendo que todos los datos se encuentran dentro del rango del supuesto de

normalidad, lo que nos permite ejecutar el Disefio Completamente al Azar (DCA).

67



Tabla 20. DCA de PE-11, PE-12 y PE-13 frente a S. aureus; tiempo 0/ 24 h

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 5 16,04 3,2072 8,967 0,001
Error 42 15,03 0,3578

Total 47 31,06

Elaborado por: (autoras 2017).

En la tabla 20, se observa los resultados obtenidos del Analisis de Varianza del

DCA, en donde el valor p 0,002 es menor al valor de significancia 0,05; razén por la

cual

antibacterianas contra S. aureus.

CMI de PE-11, PE-12 y PE-13

Gréfica de caja de S. aureus

se establece que los propoleos PE-11, PE-12 y PE-13 poseen propiedades
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Tratamientos

PE-11-T24h

Figura 12. Diagrama de cajas; CMI de S. aureus

Elaborado por: (autoras 2017).
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En la figura 12, se puede observar que para los tratamientos PE-11-T0 y PE-11T24
h cuyas medias son 0,96 y 0,99 presentan una variacion entre sus medias, estableciendo
que la CMI para el PE-11 es 3,75 mg/mL. De igual manera, podemos expresar que para
los tratamientos PE-12-T0 y PE-12-T24 h existe variacion en sus medias de 0, 13y 0.13,
siendo la CMI para PE-12 de 1,88 mg/mL. Para PE-13-T0 y PE-13T24 h las medias son
1,64 y 1,58, sefialando que la CMI para PE-13 es de 7,50 mg/mL. Tomando en

consideracion que PE-12 presenta mayor actividad de inhibicion frente al S. aureus.

Resultados obtenidos de PE-11, PE-12, PE-13, cada uno frente a las bacterias E.
coli, P. acnes, P. aeruginosa y S.aureus, mediante el método estadistico ANOVA;
estableciendo la muestra de propoleos con mayor actividad inhibitoria (CMI) frente a

las bacterias de estudio.

3.6.5. Relacion entre la actividad antimicrobiana y la composiciéon quimica

En la figura 13 se puede observar un grafico que relaciona la CMI de los

extractos estudiados con la composicion quimica del grupo de polioles.

Fitted Line Plot
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Figura 13. Relacion entre la CMI y el porcentaje de polioles en las muestras

Elaborado por: (autoras 2017).
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En la figura 14 se puede observar un grafico que relaciona la CMI de los extractos

estudiados con la composicion quimica del grupo de acidos, éteres de glicerina,

diterpenos.
Fitted Line Plot
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Figura 14. Relacion entre la CMI y el porcentaje de acido, esteres de glicerina y diterpenos en las
muestras

Elaborado por: (autoras 2017).

En la figura 15 se puede observar un grafico que relaciona la CMI de los extractos

estudiados con la composicién quimica del grupo de triterpenos.

70



Fitted Line Plot
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Figura 15. Relacion entre la CMI y el porcentaje de triterpenos en las muestras

Elaborado por: (autoras 2017).

Analizando los graficos anteriores, el contenido de los grupos triterpénico no
tiene ninguna relacion con la capacidad antibacteriana, pues los valores obtenidos de r
son de 0, no sucede con el contenido de fenoles, diterpenos, 4acido, esteres de glicerina
con la capacidad antibacteriana cuyo valores de r es de 82,1 y 58, por lo tanto, podemos
decir que a medida que el porcentaje de grupos triterpenicos aumenta, la capacidad

antibacteriana disminuye.
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CAPITULO IV

4. CONCLUSIONES

La CG-EM permitio establecer la composicion quimica para las tres muestras
estudiadas. Se pudieron detectar azucares, polioles, acidos fendlicos simples, acidos
grasos, estructuras terpénicas (diterpenos y triterpenos) asi como otras no identificadas

por la base de datos.

Los estudios realizados por CCD mostraron que las tres muestras de propdleos,
aunque siendo de diferente localizacion geografica desde el punto de vista cualitativo,
no presentan un perfil quimico similar, al menos bajo las condiciones cromatograficas

empleadas, por lo que se decidio llevar a cabo CG-EM.

La cuantificacion relativa llevada a cabo mediante CG-EM mostr6 que no existe
un metabolito secundario mayoritario en ninguna de las muestras, por lo que la
efectividad terapéutica o efecto bioldgico se asocia a la mezcla de los diversos

compuestos quimicos identificados.

Los resultados obtenidos para CMI de las tres muestras de propdleo mostraron
que el PE-11 que proviene de la provincia del Azuay es mas sensible para
Propionibacterium acnes y presenta una actividad similar frente a Pseudomonas

aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli.

Mientras que el PE-12 presenta la misma actividad frente a las cuatro cepas

objeto de estudio con una CMI de 1,88 mg/mL..
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Staphylococcus aureus resulté la especie bacteriana mas resistente, ya que
necesitoé la mayor concentracion de PE-13. Actualmente, es una bacteria que presenta
mayor resistencia frente a muchos antibioticos. Escherichia coli es mas sensible para

PE-13, con una CMI de 1,88mg/mL..

Los propoéleos tendran mayor actividad antibacteriana mientras menor sea el

porcentaje de extracto utilizado.

4.1. RECOMENDACIONES

Profundizar los estudios quimicos realizados con el objetivo de identificar,
mediante otras técnicas cromatograficas y espectroscopicas de mayor alcance, los

componentes desconocidos en dichas muestras.

Ampliar los estudios antibacterianos en otras cepas microbianas, sobre todo,

aquellas que sean mas susceptibles de contaminar las preparaciones cosméticas.

En Ecuador la apicultura no estd muy desarrollada por lo cual el costo de esta
materia prima es alto, por tal motivo seria poco factible realizar formulaciones
cosméticas usando extracto de propoleos solo como conservantes. No obstante, se
podria valorar el uso en la formulacion junto a otros principios activos o excipientes que

actlien de manera sinérgica.

Incrementar la divulgacion del propdleos y sus efectos beneficiosos para aumentar

la produccion del mismo.
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ANEXOS

Anexo 1. Espectro de masas de la glicerina
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Anexo 2. Espectro de masas del acido malico

Abundance

Scan 1109 (11.267 min): PE13.D
73

4 5 133

101 ! ‘
175 335
117 7 307
‘87 ‘ | | ‘161 ‘ | \246265251 321 355
i el S L L) bl - L ‘n‘

|
T t T
0 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340

89
21
HZO
I }
T T

m/lz-->

75



Abundance

m/z-->

Abunda
4
4
3
3
3
3
3
2
2
2
2
2
1
1
1
1
1

m/z-->

70000

6500

6000

5500

5000

4500

4000

3500

3000

2500

2000

1500

1000

500

© 0o ©o oo oo o0 o o o oo o o o o o o o

© ©o o ©co o o o o o o o

o

o

o o o o o o

[

o

o

0

[

[

o

0

o

[

0

0

o

© ©c o oo o oo o o o

o o o

o

© o o o o o o

Anexo 3. Espectro de masas del 2, 3, 4-trihidroxi -1-butanol
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Anexo 4. Espectro de masas de la Acido -2, 3, 4-trihidroxibutirico
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Anexo 5. Espectro de masas del acido —p-hidroxibenzoico
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Anexo 6. Espectro de masas del a-D-arabinopiranosa
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Anexo 7. Espectro de masas del D-Xilosa

Abundance
Scan 1690 (16.187 min): PE13.D

73

12000 204

10000

8000

6000

4000 44 147

2000

101 | 281305
k124 171y ) 231257 |7 1°328355 401429 474503 553 597
ikl e e L

0! ol ULl : kR REEN A  SHAT A
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550

T [T

m/z-->

Anexo 8. Espectro de masas del Xilitol
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Anexo 9. Espectro de masas de la D-Fructosa
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Anexo 10. Espectro de masas de la D-Fructosa (isémero)
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Anexo 11. Espectro de masas del Desoximioinositol
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Anexo 12. Espectro de masas de la lactona -2, 3, 5, 6-tetrahidroxigalactonico
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Anexo 13. Espectro de masas de la D-galactosa
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Anexo 14. Espectro de masas del acido galico

Scan 2265 (21.055 min):

319 355
253, Ll
AT ‘“HM“\

399 ‘ ‘
szl

PE12.D

458

T
450

£ “
\‘L “h 3456539341535 466 5
\

T
500

m/z-->

L e R L
250 300 350

81

400

450



Abundance

40000

35000

30000

25000

20000

15000

10000

5000 #%

!

73

Anexo 15. Espectro de masas del 4cido glucénico
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Anexo 16. Espectro de masas del acido hexadecanoico

Scan 2407 (22.258 min): PE11.D
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Anexo 17. Espectro de masas del acido cafeico
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Anexo 18. Espectro de masas del acido oleico (4cido 9-octadecenoico)
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Anexo 19. Espectro de masas del acido pimarico
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Anexo 20. Espectro de masas del octadecilglicerol
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Anexo 21. Espectro de masas del 4cido tetracosanoico

Abundance

Scan 3872 (34.663 min): PE11.D
60000
55000
50000
45000
40000 117
35000
30000
25000
20000 145
15000
10000 220

5000 ‘

‘H o7 179 2ot 381 \

255 281 341 442
o L Ui ALl i b i 28252 282 L 232 342 362%Vags | 442 oo
40 60 80 100120140 160180200220 240260280300320340360380400420440

m/z-->

Anexo 22. Espectro de masas del triterpeno
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Anexo 23. Espectro de masas del B-amirina
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Glosario

Cromatografia Gaseosa-Espectrometria de masas (CG-EM): Es una técnica que
combina la capacidad de separacion que presenta la cromatografia de gases con la
sensibilidad y capacidad selectiva del detector de masas. Esta combinacién permite
analizar y cuantificar compuestos trazas en mezclas complejas con un alto grado de
efectividad (Gutiérrez Gaitén, Miranda Mart’\inez, Bello Alarcén, Verona Hernandez,

& de Oca Porto, 2011).

Cromatografia en capa delgada (CCD): Técnica que localiza dentro de la mezcla
aquellas sustancias con actividad bioldgica en un extracto organico que se ha separado
en sus componentes por cromatografia de placa, ademas de determinar el grado de

pureza de un compuesto (Lorenzo, Fr'\ias, Villa, & del Valle, 2006).

Concentracion minima inhibitoria (CMI): Es la concentracion més baja de un
antimicrobiano que inhibe el crecimiento de un microorganismo después de su

incubacion (Ramirez & Castano, 2009).

E

Eteres de glicerina: Esta constituida al menos en un 90 % por un monoalquiléter o
un dialquiléter de glicerina con doce donce a veintidos atomos de carbono, siendo
estables frente a reacciones de degradacion hidroliticas o cataliticas mediante sales

acidas antitranspirantes (sales de aluminio y circonio) (Lopez Pedrajas, 2017).
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Propoleos: Es un material duro y resinoso derivado de las abejas de
jugos de plantas y utilizados para sellar aberturas en las colmenas (Balata, El Nahas, &

Radwan, 2014).

Polioles: Son alcoholes polihidricos con varios grupos hidroxilo, obtenidos a partir
de azacares simples mediante un proceso de hidrolisis enzimatica; ademas son
utilizados como sustitutos del azucar, debido a su sabor dulce y a su bajo poder caldrico

(Marquez Hernandez et al., 2010).

T

Triterpenos: Son compuestos organicos aromaticos y volatiles que estan
constituidos por la unién de unidades de un hidrocarburo cincoatomos de carbono,

llamado isopreno (Robles et al., 2005).
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Los propoleos son una sustancia resinosa y aromatica producida por las abejas, principalmente
por la especie Apis mellifera, a partir de resinas de partes de vegetales.

El objetivo de la investigacion fue establecer la relacion que existe entre la composicion quimica
y la actividad antibacteriana de diferentes extractos de propoleos que fueron colectados en
diferentes lugares de la provincia del Azuay y Loja, determinando su posible aplicacion en la
industria cosmética como un conservante natural o sustancia activa biolégicamente.

La composicion quimica de los propoleos es muy variable dependiendo de su localizacion geogra-
fica. Con el empleo de la CG-EM, se pudieron identificar los principales compuestos quimicos de
las muestras estudiadas. Estos fueron: aziicares, polioles, acidos fenolicos simples, acidos grasos,
estructuras terpénicas (diterpenos y triterpenos) asi como otras no identificadas por la base de
datos.

La actividad antibacteriana se determiné por el método de microdilucion en placas frente a cepas
de Escherichia coli, Propionibacterium acnes, Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus
siendo efectivo PE -11 frente a las cuatro cepas con CMI de 3,75 mg/mL. Respectivamente para
E. coli, P. aeruginosa, S. aureus y 1,875 mg/mL. para P. acnes. La muestra PE -12 presento igual
efectividad frente a las cuatro bacterias objeto de estudio, mientras que el PE-13 es mas efectivo
frente a Escherichia coli, aunque no se evidencia una diferencia estadisticamente significativa
entre los tres propdleos. La cuantificacion relativa llevada a cabo mediante CG-EM mostré que
no existe un metabolito secundario mayoritario en ninguna de las muestras, por lo que la activi-
dad antibacteriana mostrada se asocia a la mezcla de los diversos metabolitos identificados,
siendo mas efectivas frente a las bacterias Gram positivas ensayadas.



